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OZET

Bu projede gidalarda bozulmaya neden olan maya tiirlerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi
amactyla hizhi ve giivenilir sonuglar veren bir tani sisteminin gelistirilmesi amaglanmaktadir.
Projeye konu olan mayalar, tek hiicreli okaryotik mikroorganizmalar olup giiniimiizde
endiistriyel oneme sahip bir¢ok liriiniin ve ekmek, bira veya sarap gibi ¢esitli fermente gidalarin
iiretiminde biiyiik Ol¢lide yararlanilmaktadir. Bununla birlikte birgok maya tiirii, gidalarda
geliserek arzu edilmeyen degisikliklere neden olmakta ve sonugta bu iirlinlerin degisik
sekillerde bozulmalarma yol agmaktadir. Gida iiretim hattinda ve iiriinde bozulma ya da kalite
diismesine neden olan maya tiirlerinin hizli ve dogru bir sekilde tespit edilerek bozulma etkeni
tiire 6zgii, koruyucu tedbirlerin alinmasi, kaliteli bir {iretim i¢in zorunlu goriilmektedir. Ancak
giiniimiizdeki molekiiler biyoloji alanindaki olaganiistii gelismelere ragmen, mayalarmn
tanimlanmasinda hala dogrulugu ve tekrarlanabilirligi genotipik testlere gore oldukga diisiik
olan fenotipik testlere dayali, pahali ve zaman alict tanimlama kitleri kullanilmaktadir. Bu
nedenle genotipik yontemlere dayah hizhi ve gilivenilir sonuglar veren tanimlama Kkitlerinin
gelistirilmesi zorunlu bir hale gelmistir. Proje kapsamimda farkli maya tiirleri arasinda
degiskenlik gosteren DNA dizilerine ait yiiksek ¢oziiniirliiklii erime egrileri (HRM analizi) ile
erime derecelerinin (Tm) analizine dayanan bir tani sistemi gelistirilmistir. Cok sayida hedef
DNA bolgesinin es zamanh analizini yapabilen bu sistem, “Coklu Fragment Melting Analiz
Sistemi (MFMAS) olarak isimlendirilmistir. Tiire 6zgii erime egrilerinin ve erime derecelerinin
analiz edilerek Kkarsilastirilmasini  saglayan MFMAS sistemi, verilerin depolanmasi,
gorsellestirilmesi ve analiz edilmesi amaciyla gelistirilen bir yazilim ile desteklenmistir. Proje
kapsaminda ayrica gelistirilen MFMAS sisteminin, veritabanma kaydedilen tiim maya tirlerini,
yiiksek spesifite ve dogrulukta basarili bir sekilde tanmmlayabildigi tespit edilmistir. Sonug
olarak gelistirilen sistemin, gida iiretim zinciri i¢erisine giren maya tiirlerinin hizlh ve dogru bir
sekilde tanimlanmasii saglayarak gidalarda maya kaynakli bozulmalarin veya kalite
kayiplarinm onlemesine katki saglayacagi diistiniilmektedir. Ayrica MFMAS sisteminin, benzer
tan1 kitlerinin gelistirilmesi i¢in bilimsel bir temel olusturacag: ve iilkemizin bu konudaki disa

bagimliligini ortadan kaldiracagi dngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: maya, HRM, Tm, MFMAS, Coklu Fragment Melting Analiz Sistemi, tani

sistemi



ABSTRACT

In this project, it is intented to improve the kit for identification of spoilage yeasts in foods.
Yeasts as mentioned in this research are eukaryotic microorganisms with single-celled and
nowadays they play central role in producing a variety of products which have industrial
importance and a variety of fermented foods such as bread, beer and wine. However, a lot of
yeast species lead undesirable changes in food and ultimately they give rise to spoilage of them
in different ways. It is required that accurate and quick detection of yeast species which are
caused decomposition or reducing quality of food products and so taking protective measures
as species-specific for quality food manufacturing. But, despite extra ordinary devolopment in
the field of molecular biology today, it is used identification systems based phenotypic tests
having low repeatability are expensive and time-consuming. Therefore, it is imperative that
improving the identification system based genotypic methods which yield quick and reliable
results and also have low cost. Within the scope of this project, the yeast diagnostic system
based on high-resolution melting curves and melting temperature that are obtained from DNA
sequences vary between yeasts was developed. The new identification system was named as
“Multi Fragment Melting Analysis System” (MFMAS). In this project, a software which allow
storing, visualizing and analysing data obtained by the system was be also developped and so it
was able to species level identification by using the software. By this way, it will be possible to
identification of yeasts by quick and correct method and minimize food spoilage and quality
loss in food. Moreover, yeast identification system developed at the end of this project will
completely eliminate the dependence on this issue in our country and also will create a
scientific basis for similar diagnostic systems. On the other hand diagnostic kit developed by
the project will be first and only product in this field and there is not any similar product at

present.

Key words: yeast, species, HRM, Tm, MFMAS, Multi fragment melting analysis system,

identification system
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GIRIS

Maya aktivitesinin gidalardaki etkisi ¢ift yonlii olup, bir taraftan ekmek, bira, sarap ve diger
alkollii igeceklerin iiretiminde arzu edilen biyokimyasal doniigiimlere neden olurken, diger
taraftan birgok maya tiirli, bakterilerin gelisemedikleri ortamlarda (diisiik su aktivitesi, yiiksek
tuz/seker konsantrasyonu diisiik pH) dahi geliserek arzu edilmeyen degisikliklere neden
olmakta ve sonugta bu {riinlerin degisik sekillerde bozulmalarina yol agmaktadir. Maya
kaynakli bozulmalar giday1 tiiketilemeyecek duruma getirerek ekonomik kayiplara neden
olabildigi gibi, patojen bakterilerin gelismesi i¢in uygun bir ortam olusturarak gidalar1 saglik
yoniinden riskli duruma getirebilmektedir (Loureiro ve Querol, 1999; Krcmery ve Barnes,

2002; Evren vd., 2011).

Gidalara ¢esitli sekillerde bulasan mayalarm, lipolitik, proteolitik ve pektolitik aktiviteleri
sonucunda gidanin tat, koku ve tekstiirii olumsuz yonde etkilenmekte ve sonugta tiiketilebilme
Ozelligini kaybetmektedir (Fleet, 2011). Bu nedenle gida iiretim hattinda ve tiriinde, bozulma ya
da kalite diismesine neden olan mayalarm, hizli ve dogru bir sekilde tespit edilmesi, kaliteli ve
ekonomik bir iiretim i¢in zorunlu goriilmektedir. Gidalarda bozulmaya neden olan maya
tiirlerinin hizla ve dogru bir sekilde tamimlanmasi, kontaminasyon kaynaklar1 ve rotalarinin,
fizyolojik ve ekolojik kosullara bagh olarak degisen bozucu potansiyellerinin
belirlenerek,bozulma etkeni tiire 6zgii koruyucu tedbirlerin alinmasina ve dolaysiyla iiriin

kalitesinin arttirilmasina katki saglayacaktir(Deék, 2008).

Gidalarda bozulmaya neden olan mayalarin tanimlanmalarinda kullanilan, morfojik, fizyolojik
ve biyokimyasal karakteristiklere dayali fenotipik yontemlerin zaman alict oldugu ve zaman
zaman yanlis tanimlamalara yol actig1 goz Oniine alindiginda, maya tanimlamada daha giincel
olan DNA’ya dayah genotipik yontemlerin kullanilmasi ka¢mnilmaz hale gelmistir. Bu amacla
kullanilan Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali yontemler, mayalarin hem tiir hem de

sus diizeyinde tanimlanmasmi miimkiin kilmaktadir (Kachatourians, 2014; Kurtzman, 2015).

Son yillarda mikroorganizmalarin tiplendirilmesi amaciyla, DNA fragmentlerinin yiiksek
¢oziiniirliklii erime (High Resolution Melting, HRM) analizi ve erime sicaklik derecelerinin
(Tm) belirlenmesine dayanan yontemler ilizerinde yogun ¢aligmalar yapilmaktadir (Cheng vd.

2006; Ajitkumar vd., 2012; Yetiman ve Kesmen, 2015).Bu teknik, hedef DNA fragmentlerinin



PCR ile amplifikasyonundan sonra sicaklik artistyla birlikte ¢ift zincirli DNA nin tek zincirli
DNA'’ya ayrilmasindaki davramiginin karakterize edilmesi esasmna dayanrr (Ririe vd., 1997).
PCR esnasinda DNA’nin denatiirasyonu siiresince floresan boyalarmn sinyal siddetinde meydana
gelen degisimler, florometrik cihazlar yardimiyla 6lgiilerek analiz edilmektedir. Analizin PCR’in
gerceklestigi tlipte yapilmasi yani kapali tiip sistemi olmasi olast kontaminasyon riskini
azaltmaktadir. Analizler kisa bir siirede gerceklesmekte, bu sayede bircok tiplendirme
yonteminin yerini alabilecek Ozellikte kolay ve hizli uygulanabilen bir yontem oldugu ileri

stiriilmektedir (Montgomery vd., 2007).

Sonug olarak gida mikrobiyolojisi ve endiistrisindeki 6nemi giderek daha iy1 anlagilan mayalarmn
tanimlanmasina yonelik hizhi ve gilivenilir sonuglar veren yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu nedenle proje kapsaminda gidalarda bozulmaya neden olan mayalarin hizh ve dogru bir
sekilde tespiti i¢gin, son yillarda potansiyel bir yontem olarak 6ne ¢ikan HRM ve Tm analizine
dayali yeni bir yonteminin gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin optimize edilerek ticari bir kite

dontistiiriilmesi planlanmustir.

Boylece tamamlanan proje kapsaminda maya tiirlerinin tanimlanmasina yonelik olarak;
- Fenotipik yontemle yetersiz tanimlama yapan ticari tam Kkitlerine alternatif genotipik
yontemlere dayali tanimlama yapabilen
- Gida veya cesitli ortamlardan izole edilen mayalarm hizh ve dogru bir sekilde
identifikasyonunu gerceklestirebilen
- Analizci hatalarmm minimuma indirecek, laboratuar islemlerini azaltarak is giicli kayiplarinin
onlenmesini saglayacak, otomasyona uygun, one-step bir deteksiyon sisteminin gelistirilmesi
amaclannustir.
Dolaysiyla;
- Maya kaynakl gida bozulmalarinin 6nlenmesine ve buna bagh olarak tiretim kayiplar1 ve
dolaystyla ekonomik kayiplarm azaltilmasima,
- Yalnizca bozulma etkeni maya tiirline yonelik koruyucu islem ve katkilarin kullanimmimn
yaygmlastirilmasina,
- Uriinde gereksiz koruyucu katki maddelerinin kullanmnin azaltilarak daha saglhkli ve
giivenli gida liretimine,
- Edinilecek bilgi birikimi ve tecriibeye dayall olarak farkhh mikroorganizma gruplarmin

tanimlanmasi i¢in bilimsel bir temelin olusturulmasina katki saglanmasi hedeflenmistir.



2 LITERATUR OZETi

Funguslar icerisinde yer alan mayalar, 6karyotik hiicre yapisina sahip oval, kiiresel, silindirik
sekillerde ve bakterilere kiyasla daha biiylik hiicre yapilar1 olan tek hiicreli organizmalardir.
Mayalarm biiyiik cogunlugunda vejetatif tireme, tomurcuklanma seklinde goriilse de boliinerek
veya eseysiz ve eseyli sporlarla cogalma tiplerine de rastlanmaktadir. Bazi maya tiirleri hem
eseyli telemorf) hem de eseysiz anamorf) iireme 6zelligi gostermekte bu 6zelliklerinden dolay:
farkl isimler almaktadir. Eseyli tireme 6zelligi gosteren mayalar askomisetik ve basidiomisetik
olmak iizere iki ana fungal smifta, seksiiel durumlar1 tam olarak bilinemeyen bazi cins ve tiirler
de deuteromisetik sinifi iginde gruplandirilmaktadir (Dedk, 2008; Cakmakg1 vd. 2008; Erkmen
ve Bozoglu 2008).

Mayalarm ¢ogu 20-30°C araliginda optimum gelisme gosterir, ¢ok az tiiriin 40-45 °C iizerinde
gelistigi bilinmektedir. Bununla birlikte, Saccharomyces ve Zygosaccharomyces tiirlerinin de
icinde bulundugu birgok tiir, 2-10 °C arah@mda geliserek sogukta muhafaza edilen gidalarm
bozulmasinda rol oynamaktadir (Fleet, 1992; Betts vd., 1999.Fleet, 2006; Kurtzman ve James
2006; Martorell vd., 2007). Diger taraftan basta Candida, Cryptococcus ve Rhodotorula
tiirleri olmak {izere bazi1 maya tiirleri ise, 0°C’nin altindaki sicakhklarda bile aktivitelerini
kaybetmemektedirler (Davenport, 1980; Fleet, 1992). Sicaklik, biiylime ya da gelisim hizinin
yani sira, etanole tolerans, yiiksek tuz ya da seker varliginda gelisim, ¢esitli metabolitlerin
iiretimi gibi ¢esitli fizyolojik ya da biyokimyasal 6zellikleri de etkilemektedir (Tudor ve Board,
1993; Deak ve Beuchat, 1996; Papouskova ve Sychrova, 2007). S. cerevisiae istya en dayanikl
maya tiirlerinden biri olarak kabul edilmekte, askosporlarmm ise tomurcuk olusturan

hiicrelerden yaklasik ytliz kat daha dayanikh oldugu bildirilmektedir (Fleet, 2006).

Mayalarm diisiik su aktivitesine bakterilerden daha dayanikh oldugu ve ¢ogu tiiriin 0.90-0.95
aw araliginda, baz tiirlerin ise, iriine bagh olarak 0.65-0.85 aw arahgmda bile gelisim
gosterdigi bildirilmektedir (Tokuoka, 1993; van Eck vd., 1993; Lages vd., 1999). Bircok maya
tirti yliksek tuz ve seker icerikli gidalarm bozulmasindan sorumludurlar. Debaryomyces
hansenii nin 6zellikle tuza kars1 olduk¢a direngli oldugu, hatta bazi suslarinin %20-24 NaCl
varhginda hayatta kalabildigi bildirilmektedir (Butinar vd., 2005; Breuer ve Harms, 2006;
Papouskova ve Sychrova, 2007). S. cerevisiae i¢in iist limit %10-12 NaCl olmakla birlikte bu

oran sus ya da pH gibi faktorlere baglh olarak degismektedir. Benzer gdzlemler Yarrowia



lipolytica, Z. bailii ve Hanseniaspora uvarum gibi diger maya tiirleri igin de rapor edilmistir
(Betts vd., 1999). Diger taraftan sicaklik, pH, su aktivitesi ve iirline eklenen kimyasal
koruyucular gibi mayalarmn biiylime ve gelismesini etkileyen bircok c¢evresel faktor birbirlerini
etkileyerek kombine bir etkide bulunduklarindan dolayr her biri i¢in kesin sinirlarin ¢izilmesi

zordur (Fleet, 1992; Deak ve Beuchat, 1996; Deak, 2006; Deak, 2008).

Glukoz, fruktoz, sukroz ve maltoz gibi sekerler, mayalar tarafindan etanol ve karbondioksite
doniistiiriilerek gaz olusumuyla birlikte tiriinde tathiligin azalmasina ve belirgin bir sekilde alkol
tat ve aromasmin olusumuna sebep olur. Mayalar karbonhidrat katabolizmasinin iiriinii olarak
etanoliin yaninda, yiiksek alkoller, organik asitler, gliserol, esterler, aldehitler, ketonlar ve
ucucu siilfiir bilesenleri de tretirler. Bu bilesenler her ne kadar diisiik konsantrasyonlarda
iiretilseler de iiriiniin duyusal kalitesini 6nemli derecede etkileyebilirler (Heard, 1999; Romano,

2003).

Mayalar tarafindan iretilen peptidazlar, proteazlar, lipazlar, niikleazlar, esterazlar ve
dekarboksilazlar gibi aktif enzimler gida bilesenleriyle etkilesime girerek hiicre pargalanmasina
ve buna bagh olarak da gidalarda kalitenin diismesine neden olur (Hernawan ve Fleet, 1995;
Zhao ve Fleet, 2005). Proteoliz gidalarda 6nemli bir bozulma reaksiyonudur ve amonyakli, act
tat olusumuna ve protein kaybina yol agar. Her ne kadar mayalarm biiyiik ¢ogunlugu hiicre dis1
proteolitik enzim tretmeseler de bazi Rhodotorula ve Cryptococcus tiirleri ve Y. lipolytica,
Aureobasidium pullulans bu enzimi {iretme Ozelligiyle One c¢ikarlar Ayrica bazi
Saccharomyces, Hanseniaspora, Metschnikowia, Debaryomyces ve Candida tiirlerinin de
proteaz iirettikleri bildirilmistir (Roostita and Fleet, 1996; Charoenchai vd., 1997; Strauss vd.,
2001; Buzzini ve Martini, 2002).

Mayalar organik asitleri hem iliretme hem de tiiketme Ozelligine sahiptirler, bdylece {iriiniin
asitligini ve aroma profilini degistirirler (Radler, 1993). Bir¢ok maya tiirii organik asidi
metabolize ederek asitligini azalip, pH nin yiikselmesine neden oldugu i¢in bozucu ve patojen
bakterilerin gelisimine yol agabilir. Bu 6zellik D. hansenii ve Y. lipolytica gibi laktik asidi
metabolize eden tiirlerin yaygin olarak bulundugu fermente siit {riinlerinde sorun

olusturmaktadir (Fleet, 1990; Roostita ve Fleet, 1999).

Mayalar, hidrojen siilfid, kiikiirt dioksit ve dimetil siilfid gibi bir dizi ugucu siilflir bilesikleri

iireterek, tirlinlin koku ve lezzeti lizerinde olumsuz bir etki olustururlar (Sweigers vd., 2005).
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Cesitli ¢ahigmalarda, S. cerevisiae, W. anomalus, P. membranifaciens, Dekkera spp. ve
Cryptococcus ve Rhodotorula tiirleri gibi basidiomisetik mayalarm belirgin miktarlarda siilfir
metabolitleri trettigi bildirilmektedir (Spiropoulos vd., 2000; Mendes-Ferreira vd., 2002;
Buzzini vd., 2005).

2.1. Gidalardaki Bozulma Etkeni Mayalar

Fermente gida ve igeceklerde mikrobiyal yiikiiniin yiiksek olmasi ve mikroorganizmalarin
drettikleri iriinlerle, son iirlinde tat ve aroma olusumuna katkida bulunmalarindan dolay
mikrobiyal bozulma kolaylikla tanimlanamamaktadir. Hatta etnik ve kiiltiirel farklihklardan
dolay1 arzu edilen ya da bozulmaya yol acan mikrobiyal aktiviteleri birbirinden ayirt etmek
oldukea giictiir (Fleet, 1992). Gidalarda bozulmaya neden olan maya tiirlerinin tam sayis1 belli
olmasa da siklikla belirlenen bozucu maya tiirleri Tablo 2.1'de listelenmistir. Pitt ve Hocking
(1985) gidalardan izole ettigi 30 maya cinsine ait 110 tiir izerinde ¢alismus ve bunlardan 10-12
tanesinin lyi Uretim Uygulamalari GMP) standartlarma gore islenmis ve paketlenmis gidalarda
bozulmaya neden oldugunu belirlemistir. Tudor ve Board (1993) ise ‘ikinci-boliim’ mayalari
olarak adlandirilan bir grup mayalarm listesini olusturmustur. Ozellikle zorlu stres kosullarina
dayanikli bozulma etkeni mayalardan olusan bu grup Pitt ve Hocking (1985) tarafindan
olusturulan listenin devam niteligindedir. Deak ve Beuchat (1996) gidalarda siklikla bulunan
35 cins ve 1009 tiirli, bozucu 6zelliklerini g6z 6niinde bulundurmadan listelemislerdir. Stratford
vd., (2000) ise, meyve sular1 ve alkolsiiz i¢ceceklerde bulunan en 6nemli 11 bozucu maya tiiriinii

tanimlanustir.

Bozulma etkeni mayalar, meyve sulari, sarap, peynir, meyveler, salatalar, seker ve et ve siit
irlinleri gibi bir¢ok gidada, koku, tat, renk ve yapisal degisikliZe neden olarak onlar
tiiketilemeyecek duruma getirebilmektedirler (Wojtatowicz vd., 2002; Forsythe, 2004).
Mayalarm 10.000 kob/ml’ye kadar olan hiicre konsantrasyonlarinin gida iiriiniinde kayda deger
bir fark yaratmadigi, bozulmanin tespit edilebilmesi i¢in bu degerin 10°-10° kob/ml ve iizeri gibi
yliksek sayilarda olmasi gerektigi belirtilmektedir (Fleet, 2011).

Bazi maya tiirleri fermente siit {irlinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilmakla birlikte, ortam
kosullarmm gelismeleri i¢in optimum olmasmdan dolayr asir1 diizeyde geliserek bozucu
faaliyette bulunabilmektedirler. Laktozu fermente edebilmeleri; proteolitik ve lipolitik aktivite

gostermeleri; laktik asidi ve sitrik asidi asilimile edebilmeleri; diisiik sicakliklarda ve yiiksek tuz
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icerikli ortamlarda gelisebilmeleri siit {rlinlerinde sikhikla rastlanan mayalarm ortak
ozellikleridir (Fleet, 1990). K. marxianus, K. lactis, D. hansenii, Y. lipolytica ve S. cerevisiae
tiirleri bu nitelikleri tagiyan ve siit liriinlerinden siklikla izole edilen mayalardir. Pastorize siitler

ise, mayalarla ancak ikincil bulagsma nedeniyle kontamine olmaktadir (Fleet ve Mian, 1987).

Siit, mayalarm gelisebilmesi icin iyi bir substrat 6zelligi tasimaktadir. Ozellikle bakteriyel
rekabetin olmadig1 ortamlarda kolaylikla yiiksek konsantrasyonlara 10%-10° kob/g)
ulasabilmektedirler (Roostita ve Fleet, 1996). Asitligin yiikselip bakteriyel gelisimi
kisitlamasindan dolayr fermente siit tirlinleri mayalar tarafindan bozulmaya egilimli iirtinlerdir.
Yogurtlar, genellikle kullanllan siitliin ya da {retim ortamindaki ekipmanin disiik
sanitasyonundan kaynaklanan maya kontaminasyonu sonucu fermentatif bozulmaya
ugrayabilirler. Bozulmus yogurtlardan izole edilen mayalar igerisinde bazi Pichia ve Candida
tiirleri ile S. cerevisiae ve K. marxianus tespit edilmistir (Caggia vd. 2001; Vasdinyei ve Dedk,
2003).

Tablo 2.1. Gidalarda yaygin olarak bulunan ve bozulmaya sebep olan maya tiirleri.

Pitt ve Hocking 1985) Tudor ve Board 1993) Deak ve Beuchat 1996) Stratford vd. 2000)

Brettanomyces bruxellensis C. dattila S.cerevisiae B. anomalus
C. krusei C. globosa D. hansenii B. bruxellensis
C. holmii C. humicola P. anomala B. naardenensis
D.hansenii C. lactis-condensi P. membranifaciens H. uvarum
KI. apiculata C. lipolytica Rhodotorula glutinis S. bayanus
P. membranifaciens C. parapsilosis Rhodotorula mucilaginosa  S.cerevisiae
S. cerevisiae C. sake T. delbrueckii Sch. pombe
Schizosaccharomyces pombe C. versatilis K. marxianus S.exiguus
Z. bailii C. zeylanoides Issatchenkia orientalis T. delbrueckii
C. dattila Z.bailii Z. bailii
C. globosa Z. rouxii Z. bisporus
C. humicola C. parapsilosis Z. rouxii
C. lactis-condensi C. guilliermondii Z. microellpsoides
C. lipolytica C. albidus
Cryptococcus spp. C. tropicalis
P. anomala S. exiguus
P. subpelliculosa P. fermentans
K. marxianus Trichosporon pullulans
P. burtonii Hanseniapora uvarum

P. fermentans
Sporobolomyces roseus
T. delbrueckii
Trichosporon cutaneum
Trycosporum pullulans

C.zeylanoides

Peynirde mayalarin lipolitik ve proteolitik aktivitesi sonucu yumusama ve aroma bozukluklar
olusabilmektedir. Peynir ¢esidine bagl olarak, olgunlagmanin ilk giinlerinde D. hansenii, Y.

lipolytica, K. lactis ve C. zeylanoides baskin olarak bulunmakta, 5 giinden sonra maya
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popiilasyonunda gerileme ve buna bagl olarak da bakteri popiilasyonunda artig goriilmektedir
(Valdés-Stauber vd., 1997; Petersen vd., 2002). Yart yumusak ve yumusak peynirlerde
bozulma, kotii tat olusumu, yumusama, gaz iiretimi, renk degisimi ve ambalajda sisme seklinde
goriilmektedir. Bu tiir bozulmalardan D. hansenii, Y. lipolytica, K. marxianus, P.
membranifaciens, Candida, Rhodotorula ve Cryptococcus spp. siklikla sorumlu tutulmaktadir
(Carreira vd., 1998). Yumusak, yari-yumusak ve cheddar tarzi peynirlerin olgunlagsma
asamasinda D. hansenii, Y. lipolytica, K. marxianus ve S. cerevisiae tiirlerinin yiiksek
popiilasyonlara ulasarak peynirin olgunlagsmasina olumlu etkileri oldugu belirtilmektedir. Bir¢cok
peynirde, mayalar olgunlasma mikrobiyotasmin 6nemli bir bileseni olarak kabul edilmekte,
ancak faydali ya da bozulma etkisi arasindaki farkin susa bagli oldugu belirtilmektedir (Romano
vd., 1989; Addis vd., 2001).

Mayalar et ve et iiriinlerinin bozulmasiyla dogrudan iliskili degillerdir. Uzun siireli sogukta
depolama sonrasi liriinde gelisen bozucu mayalar, {iriiniin yapisin1 bozarak ya da koruyucu
bilesenleri inaktive ederek ortamu bakteriler tarafindan bozulmaya elverisli duruma getirirler
(Dillon ve Board, 1991; Dillon, 1998). Taze kesilen sigir, kuzu, domuz, kiimes hayvanlar1 ve
deniz iirlinleri etlerinde toplam mikrobiyotanin yaklasik % 5-10’una karsihk gelen diisiik
popiilasyonlarda bulunan mayalar, etlerin sogukta 5-10°C’de) depolanmasi esnasinda
gelisebilirler, ancak bakteriler yiiksek protein ve su aktivitesi ve notral pH ortaminda
mayalardan daha hizli ¢ogaldiklar1 i¢cin bu kosullarda bakterilerle rekabet edemezler (Fleet,
2011). Candida, Rhodotorula, Cryptococcus ve Debaryomyces tiirleri taze etlerde siklikla
izole edilen mayalardir. Uzun siireli sogukta depolanan sigir, kuzu ve kiimes hayvanlari
etlerinden izole edilen maya tiirleri siklikla diisiik sicakliklarda gelisebilme 6zelligi olan Cr.
laurentii, C. zeylandoides ve Y. lipolytica’dir (Fleet, 2011). Bu maya tiirlerinin koti tat ve
koku olusumunda etkili oldugu bildirilmistir. Ay tiirler dondurulmug kiimes hayvanlarmmn
etlerinden de izole edilebilmistir (Ismail vd., 2000; Hinton vd., 2002).

Mayalar, meyve ve sebzelerin dogal florasinda yaygm olarak bulunurlar ve uygun olmayan
saklama kosullarinda ¢ogalarak bozulmaya neden olurlar Dennis ve Buhagiar, 1980). Meyveler
sahip olduklar1 yiiksek su aktivitesi, diisiik pH ve yiiksek karbonhidrat iceriginden dolay:
mayalarin gelismesi i¢in uygun ortamlar olustururlar (Deak ve Beuchat, 1996). Meyvelerin
dogal mikrobiotalarindan Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora, Candida,
Debaryomyces ve Pichia cinslerine ait mayalar siklikla izole edilirler (Kalia ve Gupta, 2006).

Meyve dokusu ¢esitli sekillerde hasar ugradiginda veya biitiinliigli bozuldugunda ortaya ¢ikan
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sekerli ve asitli doku, mayalarm gelisimini tesvik eder ve mayalar hizla geliserek yiiksek sayilara
ulagirlar (Fleet, 2011). Kontamine olan mayalar, yalmizca taze meyvede degil meyve suyu,
meyve salatast gibi islenmis meyve iirlinlerine kadar tasinarak bunlarin da bozulmasinda 6nemli

rol oynayabilmektedir.

Ozellikle Akdeniz iilkelerinde dnemli bir yeri olan zeytinin fermantasyonu ve islenmesi sirasinda
mayalarin ¢ift tarafli etkileri bulunmaktadir. Bir yandan iiriinde laktik asidin pargalanmasi
sonucu kotii tat ve koku olusumuna, yumusamaya, CO; olusumuyla ambalajda sismeye,
salamura suyunda bulanikhiga sebep olurken, diger yandan zeytin {iretim prosesinde lipaz,
esteraz, B-glukozidaz, katalaz ve odiirlicii killer) faktorlerin tiretimi gibi ¢esitli biyokimyasal
aktiviteleriyle arzu edilen degisikliklere yol agmaktadirlar (Arroyo-Lopez vd., 2012). Zeytinde
P. membranifaciens, P. anomala, C. boidinii, D. hansenii, T. delbrueckii ve S. cerevisiae gibi
baskm tiirlerin yani1 sira 20 veya daha fazlamayatiiriine rastlandig: bildirilmektedir (Marquina

vd., 1992; Kotzekidu, 1997;Coton vd., 2006).

Mayalar, her ne kadar firmeilik tiriinlerinin fermantasyonundan sorumlu olsalar da bu iiriinlerin
bozulmalarinda da rol almaktadirlar (Bonjean ve Guillaume, 2003; Legan ve Voysey,1991). Bu
iirlinlerin pisirilmesiyle un ve hamur kaynakl mikroorganizmalar inaktive olmakta bozulmalar
genellikle pisirme sonrast meydana gelen kontaminasyonlar sonucunda olusmaktadir (Fleet,
1992) Mayalar, ekmeklerde depolanma sirasmda alkolik, meyvemsi ve aseton benzeri
istenmeyen tatlar meydana getirebilmekte ve tebesirimsi, beyaz ya da farkhh renkte maya
gelisimi gozlenebilmektedir. Bu etkilere sebep olan baslica maya tiirlerinin S. cerevisiae,
Hyphopichia burtonii ve Wickerhamomyces (Pichia) anomalus oldugu bildirilmistir (Magan ve
Aldred, 2006).

Etanolii tolere edebilmeleri ve diisik pH seviyelerinde gelisim gosterebilmelerinden dolay:
mayalar alkollii igeceklerde geliserek, bozulmalarina sebep olabilmektedirler (Fleet, 1998;
Thomas, 1993). Biranin bozulmasmmdan genellikle Saccharomyces tiirleri sorumludur. Bira
fermantasyonunda rol alan S. cerevisiae’nin yabani suslar1 birada bulunan dekstrinleri fermente
ederek istenmeyen kotli tat olusumuna neden olmaktadir (Dufour vd., 2003; Jespersen ve
Jakopsen, 1996). Mayalar, sarabin fermantasyonunda goérev almalari nedeniyle dnemlidirler.
Sarabin mayalar tarafindan bozulmasi genellikle siselemeden Onceki asamalarda meydana

gelmektedir. Saraplarda problem olusturan mayalar; Z. bailii, Brettanomyces bruxellensis gibi
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fermentatif tiirler ve P. membranifaciens gibi oksidatif tiirlerdir (Curtin vd., 2007; Loueiro ve
Malfeitto-Ferreira, 2006; Silva vd., 2004).

Lipolitik 6zellik gosteren Candida, Cryptococcus, Geotrichum, Rhodotorula ve Yarrowia cinsi
bazi tiirler, zeytinyagi, et ve siit lirlinleri gibi yag icerigi yliksek gidalarda geliserek lipitlerin
parc¢alanmasina neden olmaktadir. Lipitlerin enzimatik yikim, {iriinde serbest yag asitlerinin
olusumuna ve buna bagh olarak da ransit ve kotii tat olusumu ve asitligin artmasina neden olur.
Y. lipolytica, Cr. diffluens, C. zeylanoides, Cr. albidus ve Cr. laurentii bashca lipolitik etki
gosteren tiirler olarak kabul edilmektedir (Buzzini ve Martini, 2002; Charoenchai vd., 1997;
Roostita ve Fleet, 1996; Strauss vd., 2001)

Son yillarda tiiketicilerin minimal iglenmis {irtinlere olan taleplerinin artmasi mikrobiyal bozulma
riskini artiran bir gelisme olmustur. Bu nedenle gida endiistrisinde proses kontrol ve kalite
giivence sistemlerinin rutin bir uygulamasi olarak bozulma ya da kalite diigmesine neden olan
mayalarin tespit edilmesi ve izlenmesi giderek 6nem kazanmaktadir (Martorell vd., 2005).
Maya tiirlerinin dogru bir sekilde identifikasyonu, gida sistemlerindeki fizyolojik ve ekolojik
Ozelliklerine bagh olarak bozucu potansiyellerinin belirlenmesine katki sagladigi gibi prosesin
teknolojik yonden gelistirilmesine ve iirlin kalitesinin arttirilmasma da imkan saglar (Deak,
2008). Ancak maya tiirlerinin tanimlanmasina yonelik yontemlerin gelistirilmesi bakterilere

kiyasla daha yavas bir ilerleme gostermistir.

Goriildiigii gibi mayalar, 6zellikle bakterilerin gelismedigi kosullarda geliserek gidalarin ileri
derecede bozulmalarma yol agmakta ve onlar tiiketilemeyecek duruma getirebilmektedir.
Mayalarin gidalarm kalite parametreleri lizerinde olusturdugu degisiklikler Tablo 2.2’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.2. Bozulmaya sebep olan mayalarin gidalarm duyusal kalitesi tizerindeki etkileri

Loureiro ve Querol, 1999)

Bozulma etkisi

Gida iiriini Yiizeyde Renk Gaz Tortu Film Istenmeyen tat Tekstiirel
. o Bulaniklik o
gelisme  degisimi  olusumu olusumu olusumu olusumu degisimler
Taze sebzeler + + + +
Salamura sebzeler + + + + + +
Tiiketime hazir sebzeler + + +
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Taze meyveler + + + +

Meyve sular1 + + + + +
Tiiketime hazir meyveler + + +
Mayonez, salata soslar1 + + + + +
Sarap, bira + + + + +
Alkolsiiz icecekler + + + +
Sekerleme, regel, jole + + + + + + +

Suruplar, bal, meyve

+ + + +
konsantreleri
Tereyagi, krema + +
Peynirler + + +
Yogurtlar + + +
Dilimlenmis ekmek + + +
Cig ekmek hamuru + + +
Sosisler, et {irtinleri + + + +

2.2 Maya Tanimlama Yontemleri

2.2.1 Mayalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Fenotipik Yontemler

Mayalarin taksonomik smiflandirilmasi ve tanimlanmasinda birgok kriter kullaniimaktadir.
Geleneksel tanimlama yontemleri, ¢cogunlukla eseyli ya da eseysiz iireme morfolojileri basta
olmak iizere, hiicre duvarinin, septumun ve sporlarin yapisal O6zelliklerinin incelenmesine
dayanmaktadir (Dedk, 2008). Tanimlama islemlerinde standart fizyolojik ve biyokimyasal
testler Oncelikli olarak kullanilmakta, testlerin se¢cimi maya cins ve tiirline gore degisiklik
gostermektedir (Van Dijken vd., 1986; Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998). Rutin
tanimlama icin kullanmilan geleneksel testler, karbon kaynaklarmm asimilasyonu, farkli azot
kaynaklarinda gelisebilme, vitamin gereksinimleri, farkh sicaklik ortamlarmda ve yiiksek
konsantrasyonlu seker veya tuz ortaminda gelisebilme, antibiyotiklere direng ve tireyi hidroliz

edebilmeleri gibi 6zelliklere dayanmaktadir (Yarrow, 1998).

Geleneksel tanimlama yOntemlerinde, tiir seviyesinde giivenilir bir maya tanimlamasi
yapabilmek i¢in genellikle 60-90 testin uygulanmasi gerekmektedir (Dedk, 2008). Hizli ve basit
tekniklerin gelistirilmesiyle geleneksel tanimlama testlerin hacimleri kiigiiltiilmiis ve bdylece
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fermantasyon ve asimilasyon testleri kiigiik miktarlarda substrat kullanilarak serolojik
mikrotitre plakalarda analiz edilebilir duruma getirilmistir (Lin ve Fung, 1987; Seiler ve Busse,
1988; Heard ve Fleet, 1990). Bu c¢alismalar, ticari kullanima hazir test kitlerinin gelismelerini
saglamis ve bu otomatize edilmis kit ve sistemler i¢in bilgisayar destekli veri tabanlari
olusturularak piyasaya sunulmustur. API 20C, Uni-Yeast Tec, Abbott Quantum II,
VitekATB32, Automicrobic ve benzeri ticari sistemler saf izolatin inokiile edilmesine ve 2-3
giin inkiibasyona birakilmasmna dayanmaktir. Bu sistemlerin birgogu ilave analizlere ihtiyag
duymakta, bu analizler yapilmadigi durumlarda ise diisiik dogruluk seviyelerinde 50-80%)
tanmimlama yapmaktadirlar (Land vd., 1991; Stager ve Davies, 1992; Paugham vd., 1999).
Ayrica biitiin bu ticari test kitleri, klinikk tami calismalarmda Onemi olan maya tiirlerini
tanimlamak i¢in tasarlanmus olup bu sistemlerin veritabanlari klinik 6neme sahip 60 ya da daha
az maya tiirlinii kapsamaktadir. Gida ve i¢eceklerde bulunan mayalarin tanimlanmasinda ise, bu

testler daha diisiik basar1 saglamaktadir.

Farkli maya tanimlama sistemlerinin karsilastiriimasi amaciyla yapilan bir caligmada, 19 tiire ait
52 klinik maya izolat1 Vitek, Api ID 32C, Api 20C AUX, Yeast Star, Auxacolor, RapID Yeast
Plus ve Api Candida ticari kitleri kullanilarak tanmmlanmis ve geleneksel yontemler referans
alinarak karsilastirma yapilmstir. Calisma sonucunda dogru tespit edilen izolat oraninin %59.6
ile %80.8 arasinda degistigi belirlenmistir. Ayrica kitlerin diisiik tanimlama oranlarma sahip
oldugu ve giivenilirliklerinin de yetersiz oldugu yine ayni ¢alisma sonuglarina dayanilarak ifade

edilmistir (Verweij vd., 1999).
2.3 Mayalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Genotipik Yontemler

Gidalarda istenmeyen degisiklikler olusturan mayalarin tanmimlanmalarinda kullanilan geleneksel
yontemlerin ve ticari kitlerin, zaman alict oldugu ve bazen yanhs tanimlamalara yol actig1 goz
oniine alindiginda, maya tanimlamada daha giincel olan molekiiler yontemlerin kullanilmasi

kacmnilmaz hale gelmistir (Dedk, 2008).

PCR’m kesfi, DNA’ya dayali yeni tanimlama ve tiplendirme yontemlerinin de gelismesine yol
acmistir. Mayalarin hem tiir, hem de sus diizeyinde tanimlanmasinda, 6zellikle PCR’a dayal
yontemlerin, daha hizli ve dogru sonuglar elde edilmesine olanak sagladig: i¢in son yillarda

daha ¢ok tercih edildigi goriilmektedir (Deak, 2008).
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PCR, belirli bir DNA dizisinin iistel olarak amplifikasyonunu saglayan bir yontemdir. PCR
tekniginde, tekrarlanan sicaklik dongiileri kullanilarak hedef bir DNA dizisinin ¢ok sayida
kopyasi, in vitro kosullarda elde edilir (Saiki vd., 1988). Reaksiyon sonucunda iiriinler agaroj
jel elektroforezi ile analiz edilir. Jele yiiklenen DNA’larin molekiil biiyiikliiklerine gére ayrimi
saglandiktan sonra olugan bantlar ultraviyole 1sik altinda goriintiilenerek analiz edilir (Aran,

2010).

PCR fingerprint metotlar1 glinlimiizde en yaygm kullanilan tiplendirme ydntemlerinden biri
olmustur (Deak, 1995; Power, 1996;Mitrakul vd., 1999). Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
RAPD - random amplified polymorphic DNA) analizi, baz1 maya tiirlerinin identifikasyonunda
basarili olarak uygulanan PCR’a dayal fingerprint yontemlerinden biridir. Analiz edilecek
tiirlerin DNA dizisi hakkinda bir 6n bilgiye ihtiya¢ duyulmaksizin rastgele dizayn edilmis
yaklasik 10 bazlik kisa primerler kullanilarak mikroorganizmalarm tiire spesifik fingerprintlerini
elde etmek miimkiindiir. Uygun reaksiyon kosulsarinda bu primerler bazi DNA bdolgelerini
amplifiye ederek farkli boyutlarda fragmentler olustururlar. Olusan bu fragmentler elektroforez
jelinde farkh hizlarda yiirtiyerek tiire spesifik fingerprintler meydana getirirler (Quesada ve

Cenis, 1995; Power, 1996; Andrighetto vd., 2000;).

PCR ribotiplendirme tekniginde ise tiirlerin tanimlanmasinda en sik kullanilan yontem PCR
tiriinlerinin restriksiyon analizidir PCR-RFLP). Cesitli primerler ile ribozomal RNA genlerinin
ya da genler arasi bdlgelerin ITS, ETS, NTS) tamamu ya da bir kismu amplifiye
edilebilmektedir. Cesitli restriksiyon enzimlerinin kullanimi ile rDNA’nin degisken veya stabil
bolgeleri amplifiye edilerek c¢esitli taksonomik seviyelerdeki organizmalarin farkhiliklarm
gbdzlemlemek miimkiin olabilmektedir (White vd., 1990; Deak, 2008). PCR iiriinlerinin ¢esitli
restriksiyon enzimleri ile kesildiginde ortaya ¢ikan tiire spesifik uzunluklardaki fragmentlerin
tespit edilmesine dayanan PCR-RFLP sayesinde dizi analizi olmaksizin PCR firiinlerinin analizi
miimkiindiir. Bu yontemin direkt dizi analizi imkan1 olmayan arastiricilar i¢in oldukca avantajli
oldugu bildirilmistir. Gidalarda bozulmaya neden olan mayalarm PCR-RFLP analizinde
genellikle 5.8S-ITS bolgesi kullanilmaktadir. 5.8S rRNA geni, 18S ve 26S rRNA genlerine
gore tiirler arasinda daha fazla degiskenlik gosterir (Cai vd., 1996; Esteve-Zarzoso vd., 1999).
Esteve-Zarzoso vd., (1999) mayalarin 5.8S rRNA geni ve ITS bolgesinin restriksiyon analizi ile
tanimlanmasi igin hizli ve basit bir yontem gelistirerek, 25 farkh cinse ait 132 maya tiiriiniin

tanimlanmasina yonelik bir veri tabani olusturmuslardir (Esteve-Zarzoso vd., 1999) (Sekil 2.1).
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Sekil 1. Maya tanisinda kullanilan ITS ve 26S rRNA D1/D2 bdlgeleri ve iiniversal primerleri

(Dedk, 2008).

REP-PCR Repetitive Element Palindromic-PCR) ya da interrepeat PCR ise PCR’a dayali diger

bir fingerprint yontemidir. Hedef fragmentlerin tekrar eden DNA dizilerine 6zel oligoniikleotid

primerler ile amplifikasyonuna dayanmaktadir. Mayalarin tanimlanmasi ve smiflandirilmasi i¢in
en ¢ok kullanilan primerler GTC)5, GAC)5, GACA)4, faj M13 DNA’s1 ve sadece M13 sekansi
GAGGGTGGCGGTTCT) dir (Loureiro ve Querol, 1999).

Tablo 2.3. Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirleri ve izole edildikleri tiriinler

Metot Maya tiirleri Gida/lgecek Kaynak
S. cerevisiae Sarap, ekmek, bira (Lépez vd., 2001)
S. cerevisiae ve (Comi vd., 2000)
Sarap
RFLP Saccharomyces spp.
K. marxianus, K. lactis Peynir (Suzzi vd., 2000)
C. zeylanoides, D. hansenii Peynir (Romano vd., 1996)
(Hayford ve Jespersen,
S. cerevisiae Misir hamuru 1999.
(Tornai-Lehoczki  ve
S. cerevisiae Bira Dlauchy, 2000)
PFGE
Y. lipolytica, C. zeylanoides Kiimes hayvanlar1 (Dedak vd., 2000)
Brettanomyces, Dekkera Sarap (Mitrakul vd., 1999)
Hanseniaspora spp. Meyve suyu, sira (Cadez vd., 2002)
(Quesada wvd. 1995;
Dekkera spp. Sarap Mitrakul vd., 1999)
RAPD S. cerevisiae Sarap (Martorell vd., 2005)
Cesitli maya tiirleri Siit tiriinleri (Andrighetto vd., 2000)
Non-Saccharomyces Portakal suyu (Arias vd., 2002)
ITS1- C. humilis Eksi hamur (Gullo vd., 2003)
5.8S- S. cerevisiae,
PCR-
ITS2 Candida, Hanseniaspora, Fermente kakao ¢ekirdegi | (Jespersen vd., 2005)
RFLP
Pichia ve Trichosporon spp.
D1/D2 D. bruxellensis, D. anomala Sarap (Cocolin vd., 2004)
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26S Hanseniaspora sp. Sarap, meyve suyu (Phister vd., 2007)

D. bruxellensis
Sarap (Phiste ve Mills, 2003)

Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Pichia,

Yogurt, siit, peynir,
Real-time PCR Rhodotorula, (Bleve vd., 2003)
meyve suyu
Saccharomyces ve

Zygosaccharomyces spp

Z. bailii, Z. rouxii, C. krusei, (Casey ve Dabson,
Meyve suyu 2004)

R. glutinis ve S. cerevisiae

Yukarida aciklanan genotipik yontemlerden higbiri direkt tanimlama yapan yontemler olmayip
birgogu PCR sonrast uzun ve zahmetli islemleri gerektirmektedir. Bu asamada ozellikle
ethidium bromiir gibi toksik ve kanserojenik kimyasallarm kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayrica bu yontemler i¢in standardize edilmis universal bir prosediir bulunmamakta dolaysiyla

sonuglar laboratuardan laboratuara ve analizciden analizciye degisiklik gdsterebilmektedir.

PCR reaksiyonlarinda sicakhk dongiileri saglamak i¢in kullanilan cihazlarin thermocycler)
hassas deteksiyon sistemleriyle birlestirilmesi ile “real-time PCR” olarak adlandirilan yeni bir
yontem gelistirilmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA oOrnekleri kalitatif ve kantitatif
olarak kisa siirede analiz edilebilmekte ve ¢ok sayida 6rnek son derece az bir kontaminasyon
riskiyle giivenle cahsilabilmektedir (Ma vd., 2006). Real-time PCR’da firiinlerin analizi
reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle klasik PCR tekniginde ihtiya¢ duyulan agaroz jel
elektroforezi ve  DNA bantlarinin mor o6tesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin
uygulanmasma gerek kalmamaktadir. Real-time PCR’da reaksiyon boyunca her amplifikasyon
dongiisiinde olusan iiriin miktar1 ile paralel olarak artis gosteren floresans sinyaller her bir
ornek i¢in Olgiilerek sayisal degerlere cevrilmektedir. PCR iirlinlerinin tespitinde kullanilan
prensibe bagh olarak farkli real-time PCR yOntemleri gelistirilmistir. Bu yontemlerde PCR
iirlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresans boyalardan ya da

diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir (Kubista vd., 2006; Dorak, 2006).

HRM analizi, ¢ift zincirli DNA’nin erime davranisina dayanarak PCR {iriinlerinin analizini
yapan bir yontemdir. Real-time PCR reaksiyonlarmin devami niteliginde olmasi ve reaksiyonun
gerceklestigi tlip icerisinde analizin yapilabilmesi yani kapali tiip sistemi olmasi analizin en

onemli avantajlarindan biridir (Kuzpinar, 2007; Mustapha ve Singh, 2014).
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DNA’nin %50’sinin tek zincirli duruma geldigi sicakliga ‘erime sicakligi’ Tm derecesi) adi
verilmektedir. Tm derecesi DNA parcasinin uzunluguna ve igerdigi guanin-sitozin GC)
miktarma baghdir. Uclii hidrojen bagi bulunan GC baz cifti, sadece iki hidrojen bag1 iceren
adenin-timin AT) baz ¢iftine gore daha stabildir. Yiiksek GC igerigi bulunan DNA dizileri
diisiik GC baz ¢ifti iceren DNA dizilerine gore daha yiiksek Tm derecesine sahiptir (Druml ve
Cichna-Markl, 2014). Farkh DNA fragmentlerinin GC veya AT igerigi farkli oldugu igin
gozlemlenen erime karakteristigi de farkh olmaktadir (Stimer, 2008). Amplikonun erimesi, son
PCR dongiisiinden sonra sicakhigm 6rnegi her 2 sn. de 0.1 °C olacak sekilde) yavas yavas
arttirilmastyla gerceklestirilir. Erime siirecinin sonrasinda artan sicakhga T) karsi azalan
floresan yogunlugunun F) ¢izilmesiyle erime egrisi elde edilir. Ancak her ne kadar PCR sartlar1
optimize edilip aym1 miktarlarda kalipp DNA kullanilsa da floresan miktarmda farkliliklar
meydana gelebilmektedir. Bu farklhiliklar, erime 6ncesi ve sonrast mutlak floresan seviyelerinin
hesaplanmasi ile normalize normalization) edilir. Analiz edilen 6rneklerin erime egrilerindeki
kiiciik farkliliklarin daha da belirginlestirilmesi amaciyla, referans alman bir 6rnegin erime
egrisinden analiz edilen Ornegin erime egrisinin ¢ikarilmasiyla elde edilen spesifik grafik

difference plot) kullanilir (Reed vd., 2007) (Sekil 2.2).

Cift zincirli DNA’nin tek zincire ayrilirken sergiledigi floresan siddetindeki karakteristik
degisimi analiz etmemizi saglayan floresan boyalar HRM analizinde oldukc¢a 6nemlidir. Bu
amagla kullanilan etidyum bromiir, propidyum iyodit gibi boyalar birinci nesil boyalar1 temsil
etmekte, SYBR Green gibi boyalarda ikinci nesil boyalar olarak kabul edilmektedir.
Amplikonun dogru bir sekilde analizinin yapilmasi iirliniin boya ile doygunluguna baghdir.
Doygunlugun saglanabilmesi ise yiiksek konsantrasyonlarda boya kullanim ile miimkiin
olmaktadir. Ancak SYBR Green gibi ikinci nesil boyalar yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda PCR reaksiyonlarmi1 inhibe edebilmektedirler. Bu boyalarn  diisiik
konsantrasyonlarda kullaniminda ise, DNA zincirinde doygunluk tam olarak saglanamadigi i¢in
denatiirasyon sirasinda agilan zincirden ayrilan boyalar, DNA’nin denatiire olmayan bdlgelerine
baglanmakta, Ol¢iilen floresan siddetinde azalma beklenirken sinyal sabit kalmaktadir. Yani
hatali ya da diisiik hassasiyette Ol¢iim gerceklesmektedir (Cosa vd., 2001; White ve Potts,
2006).

Uciincii nesil boyalar olarak kabul edilen LC Green, Eva Green, SYTO9, ResoLight gibi
yiiksek doygunluktaki boyalarin kullanimiyla PCR iirlinlin tamamimin isaretlenmesi miimkiin

olmakta, boylece biitiin erime bolgeleri tespit edilebilmektedir (Reed vd., 2007). SYBR
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Green’in aksine yiiksek doygunluktaki boyalar DNA polimerazi inhibe etmedikleri igin yiiksek
konsantrasyonlarda da kullanilabilirler (Vessen vd., 2009).

Normalize edilmis HRM egrisi
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Difference plot
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Sekil 2.2. Yiiksek ¢oziiniirliiklii erime HRM) egrileri ve difference egrileri fark egrisi)

Son yillarda yapilan ¢alismalar, HRM analizinin klinik aragtirmalarm yani sira gida analizlerinde
de etkili bir arag olarak kullanabilecegini gostermektedir. Tiiketicilerin hileli tirtinlere karsi
korunmasi ve haksiz rekabetin onlenmesi amaciyla gidalarin liretiminde kullanilan hammadde
ve bilesenlerin tespiti ve liriiniiniin etiketinde bulunan bilgilerin kontrolii amaciyla HRM
tekniginin kullanilabilecegi gosterilmistir (Druml ve Cichna-Markl, 2014).

Real-time PCR HRM teknolojisine dayali genetik mutasyon uygulamalar1 tipta yogun olarak
kullanilmasma ragmen bir mikroorganizma tanimlama yontemi olarak potansiyeli heniiz yeni
yeni anlagilmakta bu nedenle konuyla ilgili az sayida ¢alisgma bulunmaktadir. Bu amagla yapilan
bir ¢alisgmada, sigir mastitis patojenlerinin tanimlanmasina yonelik olarak mastitise sebep olan
12 patojen bakteri tiirii ve 14 koagiilaz-negatif stafilakok tiirii real-time PCR-HRM analizine
tabi tutulmustur. Cahsma sonucunda bakteri tiirlerinin ayrmm basarih bir sekilde
gerceklestirilmis ve HRM analizinin mastitisli patojenlerin belirlenmesinde hizli, ucuz, yiiksek

hassasiyet ve ozgiilliige sahip basarih bir ara¢ oldugu vurgulanmustir (Ajitkumar vd., 2012).
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Kesmen vd., (2014) tarafindan yapilan bir ¢ahismada sucuktan izole edilen katalaz pozitif
koklarm gruplandirilmasi ve identifikasyonu amaciyla real-time PCR HRM analizi kullanilmig
ve basarili sonuglar alinmistir. Sirke ve sirke anasinin bakteri profilinin incelendigi bir ¢aligmada
ise, ITS bolgesini hedef alan Tm ve HRM analizi uygulanmig ve sonugta tanimlanan 14 asetik
asit bakteri tiirden yalnizca ikisinin, Tm sonuglarinin birbirinden farkli olmadig1 diger biitiin
tiirlerin tiire spesifik Tm degerleri ve HRM egrileri verdigi tespit edilmistir (Yetiman ve
Kesmen, 2015).

Cheng vd., (2006) klinik 6nemi olan 25 bakterinin tanimlamasi i¢in 16S rRNA gen bolgesini
hedef alan real-time PCR HRM analizi gergeklestirmistir. Bu ¢alismada tanimlanan bakteri
tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunun gida kaynakl patojenler oldugu bildirilmistir (Cheng ve Huang,
2006).

Sonu¢ olarak gidalarda bozulmaya neden olan maya tiirlerinin tespitinde yaygm olarak
fenotipik Ozelliklere dayali testler kullanilmakta ve diisiik dogruluk oraninda sonuglar elde
edilebilmektedir. Dolayisiyla gida mikrobiyolojisi ve endiistrisindeki 6nemi giderek daha iyi
anlasilan mayalarin tanimlanmasma yonelik genotipik yontemlere dayali hizli ve giivenilir
sonuglar veren alternatif yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle bu
proje kapsaminda mikrobiyolojik tanidaki 6nemi giin gectikce daha iyi anlagilan HRM analizine
dayali bir yontem gelistirilmesi ve bu yOntemin ticari bir tamimlama kitine doniistiiriilmesi

amaclannustir.
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3 MATERYAL VE YONTEM

Proje kapsaminda gelistirilen maya tanimlama sistemi, HRM ve Tm analizi i¢in kullanima hazir
bir plate ve bunu destekleyen bir bilgisayar yazilimindan olusmaktadir. Tanimlama sisteminin
esast; sicaklik artisi ile birlikte ¢ift zincirli DNA’nin ayrisma karakteristiklerini analiz eden erime
egrisi (Melting curve analysis) analizine dayanmaktadir. HRM analiziyle bu erime egrisinin
sicakliga bagli olarak floresan siddetindeki degisim grafigi olusturulmaktadir. Ayrica ¢ift zincirli
DNA’nin tek zincirli hale gectigi sicaklik derecesi olarak bilinen erime noktast (Melting

temperature-Tm) analizine dayanmaktadir.

Gelistirilen sistem mikroorganizmalar arasinda degiskenlik gdsteren birden ¢ok hedef DNA
bolgesinin, PCR gibi bir amplifikasyon iglemiyle ¢ogaltildiktan sonra eszamanh olarak HRM ve
Tm analizini yapmaktadir. Buna gore tanimlanacak mikroorganizma tiirlerinin her bir DNA
bolgesi i¢in elde edilen ortalama HRM egrileri ve Tm degerlerini veri tabanin da kayith tiirlerin

verileri ile karsilastirp benzerlik oranina gore tanimlama yapmaktadir.

Ayrica Ol¢iim sonuglarimi degisen c¢evre/analiz kosullarina karsit uyumlastirmak amaciyla,
referans bir mikroorganizmanm ayni hedef DNA bélgeleri es zamanl olarak analiz edilmekte ve
referans mikroorganizmanm 6l¢iim sonuglar1 bilinmeyen mikroorganizmaya ait 6lgiim verileri
ile karsilagtirilarak bir 6n islemden gecirilip diizeltildikten sonra veri tabanindaki bilinen

mikroorganizmalara ait kayith verilerle karsilastirilarak tanimlanmaktadir.

“Coklu Fragment Erime Analizi Sistemi (Multi Fragment Melting Analysis System,
MFMAS)” olarak isimlendirilen bu sistemin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar 3 ana bashk
altinda toplanmustir.
1. Tanimlama sisteminin veritabanmi olusturmak i¢in gida kaynakl maya suslarinin elde
edilmesi
2. Tanimlamada kullanilacak HRM ve Tm analizine dayali yontemin gelistirilmesi ve
gelistirilen yontemin bir plate sistemi olarak optimize edilmesi
3. HRM egrileri ve Tm degerlerinin gorsellestirilmesi, depolanmasi ve analiz edilmesini

saglayan bilgisayar yazilimnin gelistirilmesi
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3.1 Cahsma Kapsaminda Kullanilan Maya Suslarinin Temini

Proje kapsaminda gelistirilecek maya tanimlama sisteminin, veri tabanininin olusturulmasi
amacityla kullanilan maya suslart 3 farkli sekilde temin edilmistir. Bu amagla baslangicta
gidalarda bozulmalara neden olan en yaygin maya cinslerine ait tiirlerin tanimlanmasi ve daha

sonra kitin kapsaminin genisletilmesi planlanmustir.

a. Birimde mevcut olan maya suslari

Boliimiimiizde daha Once yapilan arastirma projeleri kapsaminda c¢esitli gidalardan izole
edilerek fenotipik ve genotipik (26 sSDNA ve ITS bdlgesi dizi analizi) yontemlerle tanimlanmig
222 adet maya izolat1 caligma kapsamina dahil edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Birimde mevcut olan maya tiirleri

Tiir adi Izolat |izole edildigi
sayisit | kaynak
Candida ethonolica 32 Sirke
Pichia fluxuum 10 Sirke
Dekkera anomala 27 Sirke
Dekkera bruxellencis 1 Sirke
Pichia membranifaciens 10 Sirke, Tursu
Pichia kudriavzevii 14 Tursu
Pichia kluyveri 3 Tursu
Hanseniaspora opuntiae 6 Tursu
Candida aff. sorboxylosa 6 Tursu
Pichia kluyveri var. kluyveri |9 Tursu
Kazachstania exigua 12 Tursu
Hanseniaspora uvarum 19 Tursu, Salamura
Pichia fermentans 11 Tursu
Pichia barkeri 4 Tursu
Pichia subpelliculosa 37 Salamura
Zygosaccharomyces bisporus |2 Salamura
Debaryomyces hansenii 19 Salamura

b. Gida orneklerinden izole edilen maya suslar

Dogal yollarla bozulmus farkh gida {irlinlerinden maya suslar1 izole edilerek genotipik
yontemlerle tanimlandiktan sonra proje kapsamma dahil edilmistir. Bu amacla 6rneklemede
rengi, kokusu ve gOriiniisii itibari ile mikrobiyal olarak bozulmus oldugu tahmin edilen
iirlinlerin se¢imine dikkat edilmistir (Tablo 3.2). Soguk zincir ile laboratuvara tasman bu
iriinlerden toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 >105 kob/g olan oOrnekler, ¢aligmada

kullanilmustir.
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Tablo 3.2 Maya suslarmmn izole edildigi gida drnekleri

Numunenin adi Sayist | Numunenin adi Sayisi
Peynir 4 Asma yapragi 5
Krema 4 Sirke 4
Yogurt 5 Tursu 10
Taze et 3 Sirke anast 4
Zeytin 4 Salga 2
Gilaboru 2 Cilek 3
Kabak 1 Portakal 1
Domates 1 Dut 2
Cilek 1 Nektarin 1
Kiraz 1 Yenidiinya 1
Uziim 1 Kayisi 1
Visne 1 Kiraz 1
Toplam 63

€. Uluslararasi kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen maya tiirleri

Proje kapsaminda toplam 27 adet gida kaynakli sus, ABD Tarim Bakanligina bagli Agricultural

Research Service (ARS) kiiltlir kolleksiyonundan (NRRL) temin edilerek veri tabanmnin
olusturulmasinda kullanilmustir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 Uluslararasi kiiltiir koleksiyonlarmdan temin edilen maya tiirleri

NRRL kodu Cins Tiir

Y-17086 Candida Candida zeylanoides
Y-5713 Candida Candida diversa

Y-2089 Candida Candida membranifaciens
Y-17808 Candida Candida sake

Y-65 Candida Candida glabrata

Y-607 Candida Candida tropicalis
Y-12968 Candida Candida tropicalis
Y-12961 Dekkera Dekkera bruxellensic
Y-1380 Hanseniaspora Hanseniaspora uvarum
Y-1626 Hanseniaspora Hanseniaspora valbyensis
Y-17528 Hanseniaspora Kanaeniaspora guillermondi
Y-8279 Kluyveromyces Kluyveromyces lactis
Y-2415 Kluyveromyces Kluyveromyces marxianus
Y-48589 Metschnikowia Metschnikowia fructicola
Y-7111 Metschnikowia Metschnikowia pulcherrima
Y-11506 Pichia Pichia fermentans

Y-17724 Pichia Pichia kluyveri

Y-7551 Pichia Pichia kudriavzevii
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Y-6776 Pichia Pichia membranifaciens
Y-2502 Rhodotarula Rhodotarula glutinie

Y-2510 Rhodotarula Rhodotarula mucilaginosa
Y-66 Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae
Y-9 Schizosaccharamyces Schizosaccharamyces pombe
Y-1094 Yarrawia Yarrawia lipalytica

Y-229 Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces rouxii
Y-27275 Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces lentus
Y-7558 Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces bisporus

3.1.2 Gida Orneklerinden Maya Suslarimin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Gida Orneklerinden 10 g tartilarak 90 mL Maximum Recovery Diliient (Merck/Almanya) ile
stispanse edilmis ve steril kosullarda parcgalanip, homojenize edildikten (Retsch mm-—400
/Almanya) sonra 10™ den 10 ya kadar seri diliisyonlar1 hazirlannustir. Her bir diliisyondan
mayalarm izolasyonu ve saymu i¢in Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar
(Merck/Almanya) besiyerine ekim yapilmistir. Her bir diliisyondan yayma plak yontemi ile
DRBC agar bulunan petrilere 0.1 mL ekim yapilmustir ve 25 £ 2 °C’de 35 giin inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyon sonunda DRBC agar iizerinde gelisen ve sayilabilir yogunlukta
koloni iceren petrilerde saymm yapilmis ve morfolojik goriiniimleri birbirinden farkl koloniler
belirlenmistir. Se¢ilenatipik kolonilerden DRBC agar igeren petrilere 3 faz ¢izilerek saflastirma
yapilmustir. Bu islem saf koloniler elde edilinceye kadar 2 — 3 defa tekrar edilmistir. Saflastirma
islemi sirasinda segilen koloniler kodlanmistir. Bu kodlamada ilk olarak 6rnek adinin ilk harfi,
ikinci olarak Ornek kodu, tigiincii olarak diliisyon numarast ve dordiincii olarak da o
diliisyondan secilen maya kolonilerinin sayis1 verilmistir. Saflastirilan maya kolonileri, i¢erisinde
% 20 oraninda gliserol igeren Malt Extract Broth tiiplerine aktarilarak -80 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.1.2.1 Maya Izolatlarinin Genotipik Olarak Tanimlanmasi
3.1.2.1.1. Saf Maya Izolatlarindan DNA Izolasyonu
e 2 mL’lik tiiplere DRBC Agar iizerinde gelisen maya kiiltiirlerinden 1-3 6ze dolusu
maya toplanip 400 uL Lysis Buffer bulunan tiiplere aktarilmustir.
e Tiipler 5-10 saniye vorteklenmis ve 95 °C’de 15 dakika 1sitic1 blok (Thermo Cell-HB—
202, Bioer /Cin) icerisinde inkiibasyona birakilmistir.
e 56 °C’ye sogutulan tiiplerin iizerine 20 pL proteinaz K eklenip vortekslenerek (IKA
MS 3 Basic/ Almanya) 56 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyondan sonra tiiplere 150 pL %10’luk CTAB, 150 uL 5 M’lik NaCl eklenmis
ve 65 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

Oda sicakhigma gelen tiiplere 500 uL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek
20 dakika calkalanmustir.

20000xg hizda 15 dakika santriifij (Hettich 22R Zentrifugen/Almanya) edilen
tiiplerdeki siipernatant temiz bir tiipe aktarilmig ve lizerlerine 250 pL CTAB eklenip 65
°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

Sogutulan tiiplere 500 pL kloroform: izoamilalkol (24:1) ilave edilip 200 rpm’de 15
dakika ¢alkalanmustir.

20000xg hizda 15 dakika santriflij yapilmus, tist faz yeni bir tiipe aktarildiktan ve
tizerine 550 ul izopropanol (2-propanol), 20 uL NH,AC eklendikten sonra -20 °C’de
en az 2 saat bekletilmistir.

Tipler 20000xg hizda 20 dakika santrifiijlenip, {ist fazin tamanm dokiilmiistiir. Pelletin
iizerine 500 pL %70’lik soguk etanol eklenip, calkalayicida 10 dakika calkalanmustir.
20000xg hizda 10 dakika santrifiijlenip, son olarak iist faz dokiilmiis ve tiipler oda
sicakliginda 2—3 saat kurumaya birakilmigtir.

Kuruyan tiiplere 100 uLL TE Buffer (10 mm Tris-ImmEDTA) eklenip, 15-30 dakika
bekletildikten sonra nanodrop spektrometre (ACT Gene UVS-99/ Amerika)
kullanilarak DNA konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir.

3.1.2.1.2 Cozeltilerin Hazirlanmasi

%10’luk CTAB-0,7 M NaCl Cozeltisinin Hazirlanisi: 100 mL’lik ¢6zelti icin 10 gCTAB
(hexadecyltrimethylammoniumbromide) ve 4.09 g NaCl tartilarak 4.09 g NaCl 70 mL suda
¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra %10’luk CTAB eklenerek hacim saf su ile hacim 100 mL’ye

tamamlanmustir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda (Hirayama/HV 50 L/ Japonya) 121 °C’de 15

dakika siire ile sterilize edilmistir.

% 70’lik Etanoliin Hazirlanisi: 200 mLigin; 140 mL absolute (saf) alkole 60 mLsteril distile

su eklenerek -20 °C’de muhafaza edilir.

Lysis Buffer Hazirlamisi; 250 mLigin; 50 mM EDTA (Etilen Diamin Tetra AsetikAsit), 150
mM NaCl, 50 mM Tris ve %5 Triton X100 karstirilarak hacim saf su ile 250 mL’ye
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tamamlanmustir. Cozeltinin pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire
ile sterilize edilmistir.

5 M NaCl Hazirlamisi; 150 mLigin; 29.22 g NaCl tartilip suda ¢oziiliir ve otoklavda
121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilir.

TE Buffer Cozeltisinin Hazirlamisi; 200 mLTE buffer i¢in; 0.24 g Tris-HCI ve0.074 g EDTA
150 mL suda ¢oziiliip hacim 200 mL’ye tamamlandiktan sonra pH 8’e ayarlanmis ve otoklavda
121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

3.1.2.2 Rep-PCR Fingerprint Analizi

Genom fizerinde tekrarlayan dizilerin PCR ile amplifikasyonuna dayanan (rep-PCR) fingerprint
yontemi, yakin iligkili tiirlerin veya tiir igerisindeki farkli suslarin basarih bir sekilde
tanimlanmasini saglamaktadir. Calisma kapsaminda tiim izolatlarin (GTG)S rep-PCR yontemi
ile fingerprint analizi yapilmistir. Bu amacla 15 pL ticari PCR master mix, 200 ng her bir saf
kiiltiirden izole edilen template DNA ve 0.6 uM (GTG)5 (5-GTG GTG GTGGTG GTG-3)
primerinden olusan reaksiyon karigiminin toplam hacmi, distile su ile 30 pL’ye tamamlanmustir.
Termal dongii cihazinda (Techne, TC-5000, ABD) gerg¢eklestirilen reaksiyonun dongii sartlari
Tablo 3.4.’de verilmistir.

Tablo 3.4 Rep-PCR dongii sartlar

Islem basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[lk denatiirasyon 94 5 dk 1
Denatiirasyon 94 50s

Yapisma 50 1dk 35
Uzama 72 2 dk

Final uzama 72 6 dk 1

3.1.2.2.1 Rep-PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi
0.5 pg/mL etidyum bromiir i¢eren % 1.5’lik agaroz jele, elde edilen PCR fiiriinleri yiiklendikten
sonra 1 x TAE tamponunda, 50 V’da 5 saat yiiriitiilmiis ve olusan bant profilleri
goriintiilenmistir (Gel-Doc XR, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calf. ABD).

50 X TAE Buffer Hazirlanisi
242 g 2 M Tris base 57,1 mL 1 M asetik asit, 100 mL 0.5 M EDTA ultra saf su ile
karistirilarak hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmis ve pH 8’e ayarlanmistir. Otoklavda 121

°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilen karigim oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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1X TAE yiiriitme tamponunun hazirlanmsi

20 mL 50 X TAE tamponuna 980 mL dH,O ilave edilerek toplam hacim 1000 mL

tamamlanmustir.

3.1.2.3 Dizi Analizi

Rep-PCR reaksiyonlarinda elde edilen tiim izolatlara ait fingerprintler Bionumerics 7.5

programi yardimiyla analiz edilerek gruplandirilmig ve her grubu temsil eden bir izolat secilerek

dizi analizi yapilmustir. Cesitli gida orneklerinden izole edilen maya tiirlerinin dizi analizi ile

tanimlanmasi amaciyla ITS (internaltranscribed spacer) bolgesi ile 26 S rRNA iizerinde bulunan

D1/D2 bolgesi hedef alinmustir. Dizi analizinde kullanilan primerler Tablo 3.5.’de verilmistir.

Dizi analizi yapilacak hedef bdlgenin amplifikasyonu i¢in 25uL ticari PCR master mix, 20uM

ileri primer, 20uM geri primer ve 2ul. kalip DNA kullanilarak, reaksiyon hacmi saf su ile 50

puL’ye tamamlanmistir. PCR dongii sartlar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.5 Dizi analizinde kullanilan primerlerin baz dizilimi.

Amplikon
Oligoniikleotid Dizi (5°-3) Uzunlugu
ITS1 (ileri primer) | TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 (Geri primer) | TCCTCCGCTTATTGATATGC 600 be
NL1 (ileri primer) GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 665 be
NL4 (Geri primer) GGTCCGTGTTTCAAGACGG

PCR islemi sonucu elde edilen amplikonlar sekans analizine tabi tutulmadan 6nce %1.5’lik

agaroz jelde vyiiriitiilerek kontrolleri edildikten sonra dizi analizi i¢in Medsantek (Istanbul)

laboratuvarma gonderilmistir. Sonuglar BLAST  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

programm kullanilarak degerlendirilmistir.

Tablo 3.6 Dizi analizi i¢gin PCR dongii sartlari

Islem basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 10 dk 1
Denatiirasyon 94 40s

Yapigma 55 1dk 35
Uzama 72 2 dk

Final uzama 72 10 dk 1
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3.2 HRM ve Tm Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi ve Plate Dizaym

3.2.1 Primerlerin Dizaym

Proje kapsaminda gelistirilen maya tanimlama kiti, tanimlanmak istenen her bir mikrobiyal
izolata ait 8 farkli DNA bolgesinin, tek bir plate lizerinde es zamanli olarak analiz edilmesini
saglamaktadir. Bu amagla HRM ve Tm analizi i¢in maya tiirleri arasinda en fazla, ayni tiiriin
bireyleri arasmda ise en az degiskenlik gosteren DNA bolgeleri hedef almmustir. Fungal
identifikasyonlarda genellikle 1TS (internal transcribed spacer) ve 26S rRNA geni
kullanilmaktadir. Literatiirde maya tanisinda kullanilmak tizere dizayn edilmis ITS ve 26S
rRNA D1/D2 bolgelerini hedef alan bazi universal primer setleri mevcut olup bunlardan 2
tanesi proje kapsaminda denenmis ve basarili sonuglar alimmustir (Tablo 3.7). Bunlarmn diginda
26S rRNA, 18S rRNA, 5.8S rRNA genleri ve ITS ve IGS (intergenic spacer region) bolgeleri
taranarak cok sayida primer seti dizayn edilmis, bunlardan en basarili sonuglar1 veren 6 primer
seti proje kapsamina dahil edilmistir (Tablo 3.8). Tim primer setleri es zamanh olarak PCR
reaksiyona girecegi i¢in, primerlerin erime derecelerinin birbirine olduk¢a yakin olmasimna ve
erime dereceleri arasindaki farkm 1-3 °C’yi gegmemesine dikkat edilmistir. Proje sonucunda

gelistirilen mikroorganizma tanmmlama sistemi i¢in patent basvurusunda bulunuldugundan

primerlerin baz dizilimi sonug¢ raporunda verilmemistir.

Tablo 3.7. HRM ve Tm analizi i¢in kullanilan universal PCR primer setleri

Amplikon Kaynak
Oligoniikleotid Dizi (5°-3°) uzunlugu
NL1(ileri primer) | GCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 250 bg Cocolin vd.,
LS2(Geri primer) | ATTCCCAAACAACTCGACTC 2000
Ul (ileri primer) | GTGAAATTGTTGAAAGGGAA 260 bg Sandhu vd.,
U2(Geri primer) | GACTCCTTGGTCCGTGTT 1995

Tablo 3.8. HRM ve Tm analizinde kullanilmak iizere proje kapsaminda dizayn edilen primerler

Pirmer No | Primer Kodu Hedef Gen Amplikon uzunlugu (bg)
1 MnF-MnR 26S rRNA gen 187
2 EsrF-EsrR 26S rRNA gen 199
3 Fzgl-Fzg2 26S rRNA gen 140
4 My3f-My3r 26S rRNA gen 185
5 SSf1-SSrl 18S rRNA gene 212
6 CH12f-CH12r | Kromozom XII 243

31



3.2.2 HRM ve Tm analizi i¢in reaksiyon karisim ve sicakhk dongii kosullari

HRM ve Tm analizi i¢in hedef aliman DNA bélgelerinin amplifikasyonlar1 toplam 10 pL hacim
icerisinde gergeklestirilmistir. Bu karigim, SuLL Fast Start Essential DNA Green Master miks
(Roche Applied Science, Almanya), 0.05 pL ileri ve 0.05 pL geri primer, 100 ng kalip DNA ve
4.15 puL dHO igerecek sekilde hazirlanmistir. PCR dongii sartlar1 ve Tm/HRM analizi, Tablo
3.9°daki gibi optimize edilerek LightCycler 96 (Roche Applied Science, Almanya) cihazinda
gerceklestirilmistir.

Tablo 3.9 Tm/HRM analizi dongii sartlar

Islem basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[lk denatiirasyon 94 10 dk 1
Denatiirasyon 94 45s

Yapigma 52 30s 30
Uzama 72 45

Final uzama 72 10 dk 1

Erime Sicakligi Analizi

Yiiksek 40 5 dk 1
Coziniirlikli 60 20s 1
Erime Analizi 65 20s

Toplam 30 dongii tamamlandiktan sonra PCR {iriinlerinin sicakligi 60°C’den 95°C’ye 0.03°C/s
hizla artirilirken floresans akiimiilasyonu olgiilerek erime egrileri elde edilmistir. Her bir PCR
irlinll i¢cin erime sicakhgir (Tm) degerleri, sicakliktaki degisime karsi floresan miktarindaki
degisimin birinci dereceden negatif tiirevi alinarak real-time PCR cihazinin yazilimindan
otomatik olarak hesaplanmustir. Sicaklifa karsi elde edilen erime egrisi datalar1 yine cihazmn
yazilmui ile normalize edilerek HRM profilleri olusturulmustur. HRM ve Tm analizleri 3
tekerrlir olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen Tm degerlerinin Varyans analizi (ANOVA,
0=0.05) ile 6nemliligi sorgulanmis ve O6rneklerin ortalama Tm degerleri arasinda onemli fark
olup olmadig: fisher LSD testi ile XLStat 2013 istatistiksel veri analiz programi kullanilarak

belirlenmistir

3.2.2 Plate dizaym

Proje kapsaminda gelistirilen maya tanimlama sistemi, herhangi bir maya tiiriiniin 8 farkli DNA
bolgesine ait HRM egrileri elde edildikten sonra referans susun® egrileri ile karsilagtirarak
tanimlama yapacak sekilde dizayn edilmistir. Maya tanimlama sistemi ayn1 zamanda analiz
edilen hedef DNA dizilerine ait Tm degerlerinin referans susun®* Tm degerleri ile

karsilagtirilarak tanimlama yapmaktadir.
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Bu amagla proje kapsaminda referans sus (pozitif kontrol) olarak tanimlama sisteminde
kullanilan tiim primerlerle reaksiyon veren, tirii kesin olarak bilinen, NRRL kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmis bir Saccharomyces cerevisiae susu (NRRL Y-66) kullanilmustir.

Gelistirilen tanimlama sisteminde tanimlanmak istenen her bir izolata ait 8 farkli DNA bdlgesi,
tek bir plate iizerinde es zamanh olarak analiz edilmektedir. Her bir hedef DNA bolgesin ait
amplifikasyon tirlinleri kullanilarak elde edilen HRM ve Tm verileri 6n islemden gegirilerek
kaydedilmistir. Bilinen mikroorganizma tiirlerine ait her bir veri, referans susa ait verilerle
kiyaslanarak HRM ve Tm fark wverileri elde edilmis ve veri tabanina kaydedilmistir.
Mikroorganizma tanimlama sisteminin icerdigi yazilim sayesinde, HRM egrilerinin

gorsellestirilmesi, analiz edilmesi, karsilastirilmasi ve depolanmasi gerceklestirilmistir.

Tammlanacak maya izolatlarmm PCR reaksivonlari ve
sonrasmda HRM ve Tm analizinin gergeklestigi siitunlar
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Sekil 3.1.MFMAS sisteminde kullanilan plate’in sematik goriintiisii
3.3. MFMASSistemine ait Bilgisayar Yazilhminin Gelistirilmesi

Sistemin yazilim, HRM ve Tm verilerinin depolanmasi, gorsellestirilmesi ve analiz edilmesi

amactyla gelistirilmis bir yazilimdir. Bu yazihm 10 temel adimda tamamlanmustir.
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Farkli PCR cihazlar1 i¢in platform bagimsiz gelistirme
HRM verilerinin elde edilmesi

Veri 6n Isleme

Veri dogruluk kontrolii

Verilerin gorsellestirilmesi

Veritabanmnin tasarimi

Veritabanma kayit

© N o g &~ w DhoE

Verilerin karsilastirilmasi

3.3.1. Farkh PCR cihazlan i¢in platform gelistirme

Projede LightCycler 96 isimli Real Time PCR cihazindan e¢lde edilen dosyalarm analizi
yapilmistir. Bu islemde R Studio derleyicisi ile RDML(Real Time PCR Markup Language) ve
R programlama dili kullanilmistir. Boylece isletim sistemi ve cihaz fark etmeksizin tiim PCR

dosyalar1 i¢in analiz imkan1 saglanmustir.

3.3.1.1 RDML(Real Time PCR Markup Language )

RDML, Real Time PCR deney sonuglarini yorumlamak ve analiz etmek icin gelistirilmis
evrensel standarttir. (http://www.rdml.org/files.php) Amaci 3.parti yazilimlara gerekli bilgileri
saglayarak farkh laboratuarda farkh kullanicilar tarafindan yapilan deneylerin sonuglarmi

paylasmay1 kolay hale getirmek ve verilerin yeniden yorumlanabilmesini saglamaktir.

Tim oOl¢tim verileri hakkinda bilgi icermesinin yam sira, deney sartlari, hesaplama ayarlari ile
ilgili de bilgi saglayarak sonuglarin yorumlanabilmesi, yeniden analiz yapilabilmesi ve deneysel
kosullarin anlagilabilmesi i¢in de yeterli bilgi saglar.Boylece cihaz yazilimlari, veri analiz ve

yonetim yazilimlari, bilimsel yaymlar ve deneyciler arasinda paylagima imkan tanir.

Xml tabanl sikistirilmis bir dosya formatma sahiptir. .RDML veya .rdm dosya uzantisi vardir.
Hiyerarsik agac yapistyla verileri tutar.
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publisher
serial number

experimenter

publishes
serlal number

documentation
text

CDNA synthesis method
(Intec-run) calibrator

amplification method & efficiency
dye

primer & probe sequences
detection limit

description of the different steps
Including temperature, duration,
ramping. gradients, ...

b experimenter J

Sekil 3.2 RDML dosya yapisi

3.3.1.2 R Programlama Dili

Ik siiriimii 29 Subat 2016'da yaymlanan, agik kaynak kodlu istatistiksel bir programlama
dilidir. Paketler halinde diizenlenmis fonksiyon yapisiyla diisiik bellek kullanimi ve hizh iglem
giicli saglar. Web sitesi {lizerinden yiiklenebilen paketlerle giincel, kolay erisimli bir
kiitliphaneye sahiptir. Yogun islemlerin fonksiyon paketleriyle yapilarak islem yiikiiniin

azaltilmasmna imkan tanir.

PCR hesaplamalar1 igin RDML standardina uyumlu ¢ok sayida paket fonksiyon
bulundurmaktadir. Boylece uygulamalarda hesaplama zamani azaltilarak, kullaniciya hizhi ve

dogru sonuclar sunulabilmektedir.
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3.3.1.3 R Studio
En yaygin kullanilan editor ve arayliz R Studio'dur. R dili dizilim yapisindan dolay1 kolay hata
yapmaya miisaittir. R Studio derleyicisi basit bir arayiiz sunarak yazim hatalarmi azaltmayi ve

kullanim kolaylig1 saglamay1 amaglamaktadir.
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3.3.2 HRM verilerinin elde edilmesi

PCR reaksiyonunu takiben gergeklestirilen erime egrisi analizinde, PCR iirlinlerinin, sicaklik
artisina karsilik floresans siddetindeki degisim, sayisal verilere doniistiiriilmektedir. Proje
kapsaminda kullanilan LightCycler 96 cihazinda elde edilen bu veriler .1c96 uzantihh dosyalarda
tutulmaktadir.

R Dili kullanilarak .1c96 uzantili dosyalar PCR sonuglarinin analiz edilebilmesine imkan
saglayan .rdml dosya standartina doniistiiriilmiis ve paket kiitiiphaneler kullanilarak HRM ve
Tm degerleri elde edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 RDML dosya yapisi

3.3.3. Veri On isleme
Ornekler zaman kaymasi, veri miktarma bagl gecikmeler, donammsal etmenler gibi gesitli
sebeplerden dolayr ayn1 sicaklik skalasinda deger liretmemektedir. Depolanabilmesi ve analiz

edebilmesi i¢in es deger araliklarina interpolasyonu yapilmas: gerekmektedir.
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Zoo kiitliphanesinin na.approx metodu kural 2’ye uygulanarak bu standart sicaklik degerleri

icin floresans degerleri iiretilmistir. Bu metot zaman serilerinde degeri bilinmeyen veriyi degeri

bilinen en yakin veriye gore belirlemektedir.
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Grafikler karsilastirildiginda ayni tiirler arasindaki benzerligi elimine etmenden farkli tiirler

arasindaki farki biyiiterek dogrulugu artiran 0.03 aralikli kural 2'ye gore approx metodu

interpolasyon metodu olarak belirlenmistir.
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normalizef, 1]

Sekil 3.12. 60-95 sicakhk araliginda
normalize hrm egrisi

5
hrm, 1]

Sekil 3.14. 75-95 sicaklik arahgmda hrm
egrisi

variable
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© w2
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Sekil 3.13. 60-95 sicaklik araligindaki hrm
egrisi

A

Sekil 3.15. 75-95 sicaklk araliginda
normalize hrm egrisi

39



Cihazlardaki skala farkliliklarindan ve deneysel kosullarm degisiminde farkli florasans degerleri
iiretilmektedir. Bu durum yukaridaki grafiklerde de goriildigli gibi hataya neden olmaktadir.
Bu sebeple reaksiyonun gergeklestigi 65-95 sicaklik arahigindaki normalize hrm egrisi standart
egri olarak kabul edilmistir.

En ¢ok kullanilan normalizasyon metotlarindan biri olan min-max normalizasyon metodu ile
florasanslik degeri 0 ile 1 arasinda 6lgeklenmistir.

X" =(Xx—xmin)/(Xmax—xmin)

Grafiklerin elde edilmesi:
R dilinde graphics kiitiiphanesinin plot ve par fonksiyonlar1 kullanilarak deneyden bagimsiz

olarak tiim 6rneklerin gésterimi saglanmistur.

-
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“ Pichia fermantans
-
7]
r w
g “ Candida sake
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™~
o
1 I I 1 I
™ 0o uh 00 a5

Temporature

Sekil 3.16 Farkli platelerden alinan 6rneklerin gorsellestirilmesi

Sekilde 3.16’da 2 farkl plateden alinan 12 6rnegin grafik seklinde gosterilmistir. Ayni tiirden
ornekler birbirine ¢cok yakmken, farkl tiirdeki 6rnekler arasindaki mesafe oldukca artirimigtir.

05 P Manshunca
04 - — P Manshurica
: — P Kluyven
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T T T - — 1
75 80 85 % 95

Sekil 3.17. 3 farkli 6rnegin sicaklik-floresans grafigi
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3.4.  Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Test denemeleri

3.4.1. MFMASsisteminin API 32 C Kiti ile karsilastirilmasi

Proje kapsaminda gelistirilen tamimlama sisteminin test denemeleri i¢in, maya tiirlerinin
identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan APT ID 32 C (bioMerieux, Fransa) ticari test kitleri
kullanilmistir. Bu amagla standart maya suslarinin identifikasyonunda ticari API kiti ile birlikte
proje kapsaminda gelistirilen tanimlama yontemi es zamanh uygulanarak her iki sistem birbiri

ile karsilastirilmustir.

Bu amagla standart maya suslarmm 24 saat kiiltiirleri API siispansiyon medium igerisinde
stispanse edilerek yogunluklart MacFarland 2’ye ayarlanmistir. Daha sonra ID 32 striplerindeki
herbir kuyucuga bu ¢ozeltiden 135 ul eklenerek 28 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda stripler okunmasi ve suslarin tanmmlanmasi i¢in mini API cihaz1

kullanilmustir.

3.4.2 Validasyon testleri

Ayrica farkh tiir mayalardan segilecek 3 standart sus C. sake(NRRL Y-17808), P.fermentans
(NRRL Y-11506), P. kluyveri (NRRL Y-17724) kullanmilarak yontemin se¢imliligine yonelik
capraz kontrollerinin yaninda, yontemin kesinlik ve dogruluk analizi ve diger validasyon testleri

yapilarak sistemin basarisi test edilecektir.
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4 BULGULAR

4.1 Gida orneklerinden izole edilerek tammlanan maya suslan

Cesitli gida orneklerinden izole edilerek genotipik yontemlerle tanimlanan maya suslari proje
kapsaminda gelistirilecek maya tanimlama Kitinin veri tabanini olusturmak iizere kullanilmugtir.
Bu amagla toplam 63 gida drneginden seri diliisyonlar hazirlanarak DRBC Agar besiyerine
ekim yapilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda gelisen maya kolonileri sayilmistir. Analiz edilen
gida oOrneklerinde maya sayisinin 3,4x10-5-7,25x10-6 kob/g (ml) arasinda degistigi tespit
edilmistir.

4.1.1 Rep-PCR Fingerprint Analizi Sonuclar

Proje kapsaminda rep-PCR fingerprint analizi farkli gida 6rneklerinden izole edilen maya
suslarmin bir 6n gruplandirilmasinin yapilmasi ve her grubu temsil edecek sayida susun
segilerek dizi analizi ile tammlanmasi amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amagla (GTG)sprimeri
kullamlarak gerceklestirilen rep-PCR fingerprint analizi ile toplamda 912 izolat analiz
edilmistir. Maya izolatlarma ait fingerprintler, BioNumerics 7.5 (Applied Maths NV, USA)
yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve tiirler arasinda tespit edilen filogenetik iligki Sekil 4.1.°de

verilmistir.

Rep-PCR fingerprint analiz sonuglar1 incelendiginde; maya suslarmm hemen hemen tamaminin
tiire spesifik fingerprintler Urettigi gozlenmistir. Birgok maya tiirlinde ayn iiriin grubundan
izole edilen suglar aymi clusterda kiimelenirken bazi tiirlerde farkh clusterlar olusturdugu
gdzlenmistir. Ornegin P. fermentans, H. uvarum, P. kudravzevi, P. membranifaciens’in meyve
orneklerinden izole edilen suslari aym cluster igerisinde kiimelenirken, K. marxianus’un
yogurttan izole edilen suslar1 3 farkl cluster olusturdugu tespit edilmistir. Fingerprint analiz
sonuglar1 incelendiginde aym tiir igindeki izolatlarm olusturduklari cluster’larin benzerlik

oraninin %85 ve iizerinde oldugu gdzlenmistir.
Proje kapsaminda gida Orneklerinden izole edilen tiim suslarm bir 6n gruplandirilmasmm

yapildig1 rep-PCR analizinde, %85 ve altinda benzerlik gdsteren her bir cluster’dan o cluster’

temsil eden sayida izolat secilerek dizi analizinde kullanilmistir.
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BHE73
BHE44
BHE69
2PD 3-5
BHM15
BHM57
BHMS58
BHM38
1PD 2-3
1PD 3-2
1PD 2-4
1PD 2-6
1PD 2-2
BHM47
BHE71
BHM9
BHMS
BHM87
KB 6-16
KB 6-17
KB 6-14
KB 6-15
KB 6-13

M. reukaufii
Sacc. vini
Sacc. vini
Sacc. vini
Sacc. vini

Kr. fluxuum
Kr. fluxuum
Kr. fluxuum
Kr. fluxuum
Kr. fluxuum
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
C. ethanolica
C. ethanolica
C. ethanolica
C. ethanolica
C. ethanolica
C.sake
C.sake
C.sake
C.sake

K. marxianus
K. marxianus
P. Kluyveri

P. kluyveri

P. Kluyveri

P. kluyveri

P. kluyveri
Kaz. exigua
Kaz. exigua
Kaz. exigua
C. ethanolica
C. ethanolica
C. ethanolica
C. ethanolica
C. ethanolica
H. uvarum

H. uvarum

H. uvarum

H. uvarum

H. uvarum

D. hansenii
D. hansenii
D. hansenii
D. hansenii
D. hansenii
T. delbrueckii
T. delbruecki
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
P. subpelliculosa
P. subpelliculosa
P. subpelliculosa
P. subpelliculosa
P. subpelliculosa
Y. lipolytica
Y. lipolytica
Y. lipolytica
Y. lipolytica
Y. lipolityca

Meyve

Meyve

Meyve

Meyve

Meyve

Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke

Sirke anasi
Sirke anasi
Yogurt
Yogurt
Yogurt
Yogurt
Yogurt

Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke anasi
Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Yogurt

Zeytin

Zeytin

Zeytin

Zeytin

Zeytin

Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke anasi
Sirke anasi
Asma yapragi
Asma yapragi
Tursu

Tursu

Tursu

Peynir

Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Asma yapragi
Tursu

Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
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1PB 4-4
1PA 4-1
2PA 5-4
1PA 2-2

hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
uvarum
uvarum
uvarum
uvarum

ITIIIITIOOOOU

uvarum
Wic. anomalus
Wic. anomalus
Wic. anomalus
Wic. anomalus
Wic. anomalus
marxianus
marxianus
marxianus
marxianus
marxianus
lactis

lactis

lactis

lactis

lactis

lactis

lactis

lactis

AARARARAAARRARARARRRAR

lactis
Saturnispora sp.
Saturnispora sp.
Saturnispora sp.
Saturnispora sp.
Saturnispora sp.

U. hordei

U. hordei

U. hordei

P. fermentans

P. fermentans

P. fermentans

Kaz. naganishii
Kaz. naganishii
Kaz. naganishii
Kaz. naganishii
Kaz. naganishii
membranifaciens
membranifaciens
membranifaciens
membranifaciens
membranifaciens
zeylanoides
zeylanoides
zeylanoides
zeylanoides
zeylanoides
fermentans

TTO0000TTTUTTD

fermentans

. subpelliculosa
. subpelliculosa
. subpelliculosa
. subpelliculosa
. subpelliculosa

g8
§585538

P. kluyveri
P. kluyveri
P. kluyveri

Peynir

Peynir

Peynir
Peynir

Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Asma yapragi
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir

Peynir
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Peynir

Peynir

Peynir
Peynir

Peynir

Sirke

Sirke

Sirke

Sirke

Sirke

Peynir

Peynir
Peynir

Peynir

Peynir
Kaymak
Kaymak
Salca

Asma yapragi
Asma yapragi
Salca

Salga

Tursu

Tursu

Tursu

BH11

BH15
BH2

ZD 3-12
ZD 3-14
ZD 3-17
ZD 3-1
ZD 3-4
M44
M201
M202
M42
M43
M45
M200
M203
M204

Kluyveri
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
pastoris
pastoris
pastoris
pastoris
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
marxianus
marxianus
marxianus
marxianus
marxianus
fructicola
fructicola
marxianus
marxianus
marxianus

marxianus

AAAARAAZEZAARAAAAOOOUOUOUDTDUTIUDIUDUOOUOUOOUUUOUUOOTD

marxianus
Stn.diversa
Stn.diversa
Stn.diversa
Stn.diversa

P. membranifaciens
P. membranifaciens
P. membranifaciens
P. membranifaciens
P. membranifaciens
St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

St. bacillaris

Kaz. servazii

Kaz. servazii

Kaz. servazii

Cl. lusitaniae

Cl. lusitaniae

Cl. lusitaniae

Cl. lusitaniae

Cl. lusitaniae

Sekil 1. Maya izolatlarma ait rep — PCR analizi ile elde edilen fingerprintlerkullanilarak UPGMA ile metot olusturulan dendogram

Tursu
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Kaymak
Peynir
Peynir
Peynir
Peynir
Peynir

Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Taze et
Meyve
Meyve
Peynir
Peynir
Peynir
Peynir
Peynir
Tursu
Tursu
Tursu
Tursu
Zeytin
Zeytin
Zeytin
Zeytin
Zeytin
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Peynir
Peynir
Peynir
Yogurt
Yogurt
Yogurt
Yogurt
Yogurt
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4.1.2 Dizi Analizi Sonuclar

Rep-PCR analizine gore gruplandirilan maya izolatlarindan her grubu temsil eden sayida izolat
secilmis ve secilen izolatlarm tanimlanmasi amaciyla dizi analizi yapilmistir. Bu amagla yaklagik
600 bg¢ uzunlugundaki ITS bolgesi ile 26S rRNA geni lizerinde yaklasik 650 b¢ uzunlugundaki
D/D2 bolgesi hedef alinmustir. Tamimlanan maya izolatlarinin 6rneklere gore dagilmi Tablo
4.1°de verilmistir.

Gida orneklerinden izole edilerek tanimlanan toplam 912 izolatin 42 maya tiirline ait oldugu
tespit edilmistir.  Pichia cinsine ait 5 tiir toplam izolatlarm %34.6 ‘smi olusturmustur.
Tanimlanan maya tiirleri igerisinde en sik izole edilen tiir P. fermentans olmustur. Toplam
izolatlarin %14.14’nii olusturan P. fermentans, zeytin, kaymak, yogurt, tursu, taze et, gilaboru
ve meyve Orneklerinden izole edilmistir. Bu tiirii takip eden 3 maya tiirii sirasiyla;K. marxianus,
P. kluyveri ve P. membranifaciens olmustur ve bu tiirlerin tiim izolatlar1 igerindeki oranmin
%8.11 - 8.70 arasinda degistigi belirlenmistir.

Farkli gida 6rneklerinden izole edilerek tanimlanan izolatlarin %8.2’sini Candida cinsine ait 7
tiir olusturmustur. Bunlar icerisinde en sik izole edilen Candida tiirii olarak C. zeylanoides
birinci sirada yer alirken bunu ikinci C. membranifaciensizlemistir.Diger Candida tiirlerinin ise
oranlar1 %1’in altinda kalmmstir.

Kluyvermyces tiiriine ait 2 tiir izole tiim izolatlarin %9.75’ni olusturmustur. Bu cinse giren
tiirlerin %90°n1 olusturan K. marxianus siit {irlinlerinin yaninda da tez et 6rneklerinden de izole
edilmistir.

Kazachstania cinsine ait ti¢ tiir; Kaz.naganishii, Kaz. exigua ve Kaz. servazzii tammlanmistir
ve bu izolatlarm toplam izolatlar igerisindeki oranlarmin %2.4’ti gecmedigi tespit
edilmistir.Peynir, kaymak ve taze et Orneklerinde izole edilen D. hansenii,tim izolarin
%6,58’ni, agirlikli olarak meyve Orneklerinden izole edilen H. uvarum ise %35,92°ni
olugturmustur. Toplamda 19 izolat S. cerevisiae olarak tamimlanmis ve yanlizca yogurt ve
meyve Orneklerinden izole edilmistir.

Proje kapsaminda analiz edilen 63 gida 6rneginden izole edilerek tanimlanan maya tiirlerinden
22 tanesinin toplam izolatlar igerisindeki orani %1’in altinda bulunmustur. Tanimlanan tiim
tirler icerisinde en diisiik izolat sayis1 (3 izolat), Kaz. servazii ve Z. bailii tiirlerinde elde
edilmistir.

Gida orneklerinden izole edilerek tanimlanan 912 izolat ve NRRL Kkiiltiir koleksiyonundan
temin edilen 27 standart sus, tiire spesifik HRM ve Tm verilerinin elde edilmesi ve MFMAS

sistemine ait veri kiitliphanesinin olusturulmasinda kullanilmistir.



Tablo 4.1. Gida drneklerinden izole edilerek genotipik yontemlerle tanimlanan maya izolatlar

izolat

peynir

zeytin

kaymak

yogurt

sirke

salamura

P. fermentans

6

14

K. marxianus

64

P. kluyveri

19

P. membranifaciens

D. hansenii

37

18

H. uvarum

49

Cl. lusitaniae

37

P. kudriavzevii

15

Wic.anomalus

15

C. zeylanoides

20

Dek. anomala

Wic. subpelliculosa

S. cerevisiae

15

Ustilago hordei

12

T. delbrueckii

11

C. membranifaciens

Kaz.naganishii

15

Mey. guilliermondii

Schwanniomyces

pseudopolymorphus

Starmerella bacillaris
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Toplam | %
129 14,14
80 8,77
76 8,33
74 8,11
60 6,58
54 5,92
47 5,15
45 4,93
38 4,17
37 4,06
21 2,3
21 2,3
19 2,08
17 1,86
16 1,75
15 1,64
15 1,64
13 1,43
10 11
10 11
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K. lactis

0,99

P. manshurica

0,88

Saturnispora spp.

0,77

Metschnikowia sp

0,66

Stn. diversa

0,66

Y. lipolytica

0,66

Aureobasidium pullulans

0,55

C. ethanolica

C. intermedia

0,55

C. glabrata

0,55

Kr. fluxuum

0,55

Met. reukaufii

0,55

Meyerozyma caribbica

0,55

Saccharomycopsis schoenii

0,55

0,55

C. sake

0,44

C.diversa

0,44

Kaz. exigua

0,44

Met. fructicola

0,44

Saccharomycopsis vini

0,44

Kaz. servazzii

0,33

Z. bailii

Wl W B ] B B B ] O O] O ol o1l o1l O] O] O] o | oo| ©

0,33

Toplam

193

55

65

89

25

14

146

912
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4.2 HRM ve Tm Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi

Proje kapsaminda gelistirilen MFMAS sisteminde,8 farklh DNA fragmentinin es zamanl
analizini gergeklestirmek amaciyla, uzunluklar1 140-260 bg arasinda degisen amplikonlar iireten
8 farkli primer seti kullanilmistir. Bu primerlerden universal U1-U2 primerleri ile NL1-LS2
primerleri diginda kalan 6 primer seti proje kapsaminda dizayn edilmistir. Bu primerlerin
dizayninda, hedef DNA fragmentlerinin maya tiirleri arasinda en fazla, aym tiiriin bireyleri
arasinda ise en az degiskenlik gosteren bolgeler olmasina dikkat edilmistir. Primer setlerinden
SS1f-SS1r, 18S rRNA geni ve CH12f-CH12r ise kromozom 12 geni {izerinde bulunurken,
geriye kalan 6 primer setil6S rRNA geni iizerindedir. Dizayn edilen primerlerin proje
kapsamima dahil edilen ve veri tabanina kaydedilen tiim maya tiirleri igin HRM ve Tm analiz

sonuglar1 degerlendirilmistir.

U1-U2 primerlerine ait amplikonlarin Tm degerleri incelendiginde (Tablo 4.2), Z. bailii ve T.
delbrueckii tiirlerinin istatistiksel olarak tiim tiirlerden onemli derece farkli Tm degerleri
verdigi geriye kalan tiirlerin ise, farkli kombinasyonlarda gruplar olusturdugu gozlenmistir.
Candida cinsine ait tiirlerin tamam U1-U2 primerleri ile 6nemli derecede farkli Tm degerleri
verirken, Pichia cinsine giren tiirlerden yalnizcaP. fermentans ve P. kluyveri’nin Tm degerleri
istatistiki olarak birbirinden O6nemli derecede farkli bulunmustur. Yine Kazachstania,
Saccharomycopsis ve Meyerozymacinsine giren tiirlerin ayrmm miimkiin oldugu halde

Hanseniasporacinsine giren tiirler ayrilamamustir.

NL1-LS2 primeri ile S'copsis schoenii, S'copsis vini, C. sake, S. cerevisiae, Kaz. naganishii
ve P. fermentans diger tiim tiirlerden istatistiksel olarak farkl, tiire spesifik Tm degerleri
verirken, diger tiirler 2 veya daha fazla tiirle gruplar olusturmuslardir. Maya tiirlerinin U1-U2
primerleri ile trettikleri Tm degerlerine gore olusan gruplandirmanin NL1-LS2 primerleri ile
olusan gruplandirmadan tamamen farkh oldugu gdzlenmistir. Ornegin Y. lipolytica U1-U2
primeri ile C. glabrata ve Dek. anomola ile birlikte gruplanirken, NL1-LS2 primeri ile,W.
subpelliculosa, W. anomalus ve C. zeylanoides tiirlerinden olusan grubun igerisinde yer

almistir. Diger primerler ile de bu maya tiirleri, farkh tiirlerden olusan gruplar igerisinde yer
almiglardir (Tablo 4.3).

Ik kez bu ¢ahsma kapsaminda dizayn edilen SS1£-SS2r primeri ile Y. lipolytica, Kr. fluxuum,

Met. reufkaufii, C. ethanolica ve A. pullulans tiire spesifik Tm degerleri tiretmislerdir (Tablo



4.4). CH12f-CH12r primeri ise, S'copsis vini, S. cerevisiae, Kaz. servazzii, C. intermedia, P.
fermantans ve Saturnispora spp. tiirlerinde diger maya tiirlerinden 6nemli derecede farkli tiire

spesifik Tm degerleri tiretmistir (Tablo 4.5)

Esrl-Esr2 primeri ile yalnizca P. fermantans ve P. pastoris, Fzgl-Fzg2 primeri ile ise,
S'copsis schoenii, Saturnispora spp., P. kluyveri ve P. manshurica tiirleri tiire spesifik Tm
degerleri vermis, bunlarin diginda kalan tiirler de her iki primer ile farkli kombinasnasyonlarda

gruplar olusturmustur (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7).

C. intermedia ve Y. lipolytica’nin tiire spesifik Tm degeri verdigi 2. primer MnF-MnR
primerleri olmustur. MnF-MnR primerleri ile bu tiirlerin disinda Saturnispora spp., P.
manshurica, P. kudriavzevii ve Stn. diversa tiirleri de istatistiksel olarak diger tiirlerden farkli
Tm degerleri vermistir (Tablo 4.8). Son olarak My3f-My3r primeri ile de yalnizca Met.
pulcherrima tiire spesifik Tm degeri tiretmistir (Tablo 4.9). Bunlarm diginda kalanlar diger
primerler de oldugu gibi farkhh kombinasyonlarda gruplar olusturmuslardir. Dolaystyla her bir

tiirtin 8 farkli primerle olusturdugu Tm degerleri tiire spesifik bir fingerprint olusturmustur.
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Tablo 4.2. U1-U2 primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri

Maya Tiirii Ortalama S.H.
H. guilliermondii 79,805 0,183 a
H. uvarum 79,933 0,106 a
C. diversa 80,498 0,237

b
Stn. diversa 80,639 0,205 b

Mey. guilliermondii 82,402 0,130 e f
K. marxianus 82,436 0,106 e f
Kaz. servazzii 82,496 0,145 e f
W. subpelliculosa 82,550 0,130 e f
P. Pastoris 82,590 0,205 e f
D. hansenii 82,616 0,106 e f g

C. membranifaciens 82,933 0,237
Yamadazyma sp 82,971 0,183

—h —h
« «Q
>0 O
L

Kaz. naganishii 83,423 0,183

C. sake 83,784 0,205 J k

T. delbrueckii 84,421 0,130 |

Z. bailii 85,057 0,237 m
Metschnikowia sp. 85,505 0,237 m n
Met. fructicola 85,550 0,290 m n
C. intermedia 85,565 0,183 m

P. kluyveri 86,194 0,118

S.H:Standart hata

Farkl harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05)
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Tablo 4.3. NL1-LS2 primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri
Maya Tiirii Ortalama S.H.
S'copsis schoenii 79,575 0,139 a

C. membranifaciens 81,958 0,180 d e
Z. bailii 81,967 0,180 d e
St. bacillaris 82,113 0,139 d e

d e

T. delbrueckii 82,122 0,098

I_,.,_,.,_,.,_..,

H. uvarum 82,355 0,080 fg
g

C. glabrata 82,638 0,155 h

Met. fructicola 84,108 0,220 j k
K. lactis 84,134 0,104 j k
Metschnikowia sp. 84,160 0,180 j k
Met. reufkaufii 84,515 0,139 k1
Kaz. exigua k

Stn. diversa 86,729 0,155 0
P. manshurica 86,771 0,110 0
P. membranifaciens 86,869 0,070 0
C. diversa 86,897 0,180 op
C. ethanolica 87,022 0,139 0

I
I S
Cl.lusitaniae 88,168 0,104 r s

Saturnispora spp. 88,411 0,139 S

S.H:Standart hata
Farkli harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05)

Kaz. naganishii 87,597 0,139
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Tablo 4.4. SS1f-SS1r primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri
Maya Tiirli Ortalama S.H. Maya

H. guilliermondii 79,135 0,160 b c
H. uvarum 79,476 0,092
Kr. fluxuum 80,434 0,160 d

Kaz. exigua 82,040 0,206 fg

K. lactis 82,942 0,119 1

Met. fructicola 82,987 0,252 1

S. cerevisiae 83,142 0,119 1]
Yamadazyma sp 83,475 0,160 j k
C. membranifaciens 83,523 0,206 j k
T. delbrueckii 83529 0,113 j k
Metschnikowia sp. j k

Met. pulcherrima 84,152 0,252 mn o

Mey. guilliermondii 84,242 0,113 mn op

D. hansenii 84,261 0,092 mn op
Mey. caribbica 84,282 0,206 mn op

Z. bailii 84,333 0,206 mn op

W. anomalus 84,430 0,080 mnopgq(
St. bacillaris 84,468 0,160 nopaqr
P. Pastoris 84,485 0,178 nopaqr

U. hordei 84,890 0,113 gr st

C. ethanolica 85,794 0,160 v
Cl.lusitaniae 86,609 0,119
C. intermedia 86,859 0,160
Saturnispora spp. 88,115 0,160
A. pullulans 88,957 0,206

S.H:Standart hata
Farkli harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05)
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Tablo 4.5. CH12f-CH12r primeri elde edilen ortalama Tm degerleri
Maya Tiirii Ortalama S.H.

Y. lipolytica 79486 0,11 a
S'copsis schoenii 79,737 0,11 a

C. sake 81,169 0,13

D. hansenii 81,547 0,06 e
P. Pastoris 81,698 0,13 e
Met. reufkaufii 81,735 0,11 e
Mey. caribbica 81,805 0,15 e

St. bacillaris 82,302 0,11

Stn. diversa 82,559 0,13

K. lactis 84,773 0,08 k
Dek. anomala 85,087 0,11 k
S. cerevisiae 85,516 0,08

Kaz. exigua 86,617 0,15 0
Z. bailii 86,725 0,15 0
Cl.lusitaniae 86,925 0,08 0

P. kluyveri 87,804 0,07 q
C. ethanolica 87,840 0,11

Saturnispora spp. 90,603 0,11 u

S.H:Standart hata
Farkl harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05)
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Tablo 4.6. Esrl-Esr2 primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri

Maya Tirii Ortalama S.H.

H. guilliermondii 80,066 80,475 b
H. uvarum 80,535 80,771 b
C. membranifaciens 81,403 81,931 c
Yamadazyma sp 81,434 81,843 c

Stn. diversa 81,639 82,096

St. bacillaris 83,656 84,065
D. hansenii 83,925 84,161

«

Sch.pseudopolymorphus 85,238 85,647

Metschnikowia sp. 86,277 86,805 k
C. sake 86,288 86,745 k
Met. fructicola 86,623 87,269 k

S.H:Standart hata
Farkl harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05)
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Tablo 4.7. Fzg1-Fzg2 primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri
Maya Tiirt Ortalama S.H.

K. marxianus 83,585 0,08

C. membranifaciens 83,882 0,18 de
S'copsis vini 83,974 0,15

Met. pulcherrima 85,065 0,22

Kaz. naganishii 86,014 0,13

Saturnispora s 86,739
__--

P. membranifaciens 87,509 0,07 tuv
C. diversa 87,578 0,18 t uv
P. fermantans 87,753 0,05 uv
P. kudriavzevii , : \Y

P. manshurica 89,203 0,11 w

S.H:Standart hata

Farkli harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkhdir
(P<0.05)
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Tablo 4.8. MnF-MnR primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri

Maya Tiirii Ortalama S.H.

Y. lipolytica 80,054 0,10 a
W. anomalus 81,144 0,05 b
W. subpelliculosa 81,236 0,07 b
Sch. 81,239 0,10 b
D. hansenii 81,255 0,06 b

Kaz. exigua

S'copsis schoenii 82,044 0,10
S'copsis vini

P. manshurica 83,401 0,08
C. intermedia 83,771 0,10

P. fermantans

S.H:Standart hata
Farkli harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkhdir
(P<0.05)
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Tablo 4.9. My3f-My3r primeri ile elde edilen ortalama Tm degerleri

Maya Tiirii Ortalama S.H.

W. subpelliculosa 77,719 0,22 a

W. anomalus 77,877 0,15 a
‘S'copsis schoenii 78,315 031 a b

T. delbrueckii 78,358 0,22 a b c
Kr. fluxuum 78,608 0,31 abc
Y. lipolytica 78,843 0,31 bcd
S'copsis vini 78,986 0,34 bcd
C. membranifaciens 79,123 0,40 bcd
Yamadazyma sp 79,127 0,31 bcd
C. zeylanoides 79,311 0,18 c d

Mey. caribbica 81,150 0,40 h1jk

K. lactis 81,153 0,23 h1jk

K. marxianus 81,182 0,18 h1jk

Kaz. servazzii 81,306 0,24 h1jk

Kaz. naganishii 81,647 0,31 1j kil

Cl.lusitaniae 81,960 0,23 j k1l m

Dek. anomala 82,007 0,31 j k1l m
- klm

U. hordei 82,290 0,22 I m

Met. reufkaufii 82,337 0,31 I m

A. pullulans 82,387 0,40 I m

Stn. diversa 82,527 0,34 I m

Met. fructicola 82,785 0,49 m n

P. kluyveri 82,824 0,20 m n

Saturnispora spp. 82,922 0,31 m n

Metschnikowia sp. 83,558 0,40 n o

S.H:Standart hata

Farkli harf veya renklerle gosterilen ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkhdir
(P<0.05)
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Tiim primerlere ait HRM egrileri gorsel olarak analiz edildiginde Tm degerleri ile oldukca
yakin ayrim  karaktesitikleri sergiledikleri gozlenmistir. Cins seviyesinde yapilan
degerlendirmelerde Candida cinsine ait analiz edilen tiim tiirlerin U1-U2, SSf1-SSr1 ve Esrl-
Esr2 primerleri tiire spesifik HRM profilleri iirettikleri tespit edilmistir. Geriye kalan
primerlerden, MnF-MnR ile C diversa, C. ethanolica, C. glabrata, , C. intermedia, C.
lusitaniae tiirlerininveNL1-LS2 primerleri ile de yalnizca C. glabrata, C. intermedia ve C.

lusitaniae tiirlerinin cins ig¢erisindeki ayrmu miimkiin olmustur (Sekil 4.2).

Pichia cinsi i¢erisinde en basarili sonuglar veren primer Fzg1-Fzg2 primerleri olmustur. Ancak
bu primer de P. kluyveri ve P. manshurica ayrimini gerg¢eklestirememistir. Ancak bu tiirlerin
ayrmmi Esr1-Esr2, U1-U2 ve NL1-LS2 primerleri ile saglanabilmistir (Sekil 4.3).

MFMAS sisteminin veri tabanina Kazachstania cinsi ait 3 tiir Kaz. exigua, Kaz. naganishii,
Kaz. servazzii tiir dahil edilmistir. Bunlar her tiir i¢in de yiiksek ¢Oziiniirliikte ayrim saglayan
primeler Fzgl-Fzg2, SS1f-SS1r, CH12f-CH12r ve My3f-My3r primerleri olmustur (Sekil 4.4).

Kluyveromyces cinsine giren tiirlerden MFMAS veritabanina dahil edilen K. lactis ve K.

maxianus tiirleri igin NL1-LS2 ve Esrl-Esr2 primerlerinin iirettikler HRM primerleri ayirt edici
bulunmustur (Sekil 4.5).
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NL1-LS2 primeri

My3f-My3r primeri
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Sekil 4.2. Candida cinsi izolatlarm 8 farkli primer seti ile elde edilen HRM egrileri (A):
normalize erime egrisi, (B):difference plot egrisi, 1: C zeylanoides, 2: C diversa,3: C.
ethanolica, 4: C. glabrata, 5: C. Intermedia, 6:C. membranifaciens, 7: C. sake, 8: C.

lusitaniae (Clavispora lusitaniae)
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EsrF-EsrR primeri
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NL-LS primeri

CH12f-CH12r primeri

SSf1-SSrl primeri

Elsssssl

Sekil 4.3 Pichia cinsi izolatlarmn 8 farkli primer seti ile elde edilen HRM-égrileri (A): normalize

erime egrisi, (B):difference plot egrisi, 1: P. fermentans, 2: P. kluyveri ,3: P. kudriavzevii, 4:

P. membranifaciens, , 5: P. Manshurica
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EsrF-EsrR primeri
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NL1-LS2 primeri
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CH12f-CH12r primeri

SSf1-SSrl primeri
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Sekil 4.4. Kazachstania cinsi izolatlarm 8 farkli primer seti ile elde edilen HRM egrileri (A):

normalize erime egrisi, (B):difference plot egrisi, 1: Kaz. exigua, 2: Kaz. naganishii, 3: Kaz.

servazzii
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EsrF-EsrR primeri
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NL1-LS2 primeri

A B
I I
CH12f-CH12r primeri
A
1 1
B
SSf1-SSrl primeri
A B
1
I
My3f-My3r primeri
A
B

Sekil 4.5. Kluyveromyces cinsi izolatlarm NL-LS, CH12f-CH12r, SSf1-SSrl, My3f-My3r
primerleri ile elde edilen HRM egrileri (A) normalize erime egrisi, (B) difference plotegrisi, 1: K.

lactis, 2: K. marxianus
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4.3. MFMASSistemine ait Bilgisayar Yazihminin Test Edilmesi

Proje kapsaminda gelistirilen maya tamimlama sistemi, HRM ve Tm verilerinin depolanmasi,
gorsellestirilmesi ve analiz edilmesi amaciyla gelistirilmis bir bilgisayar yazilm ile
desteklenmistir. Gelistirilen bu yazilim, elde edilen HRM ve Tm verilerini referans tiirle
karsilastiran bir 6n islemden gegcirildikten sonra, verilerin gorsellestirmesini veri tabanma kayit

edilmesini ve kayith verilerin birbirleriyle karsilastiriimasini gergeklestirmektedir.

Calisma kapsamina dahil edilen tiim maya suslarma ait HRM ve Tm verileri veritabanma cins,
tiir ve strain bilgilerini icerecek sekilde kayit edildikten sonra sistemin basarisi herbir maya tiirii

ayr1 ayr1 analiz edilerek test edilmigtir.

MFMAS sistemi, analiz edilen her bir maya tiirliniin 8 farkli primer i¢in elde HRM profilleri
veritabaninda kayith tiirlerin verileri ile karsilastirmis ve benzesme oranina gore her bir primer
icin olasiliklar1 siralamistir. Daha sonra her bir primer i¢in elde edilen olasiliklar1 skorlayarak

analiz edilen tiirlin tespitini gerceklestirmistir. (Tablo 4.10).

Benzer degerlendirme yontemi sayisal datalar tizerinden Tm degerleri i¢in uygulanmis ve analiz
edilen tiiriin veritabanindaki karsiig1 bulunmustur. Ayrica Tm degerleri i¢in tiim primer setleri
ile elde edilen degerler analiz edilerek maya tiirlerinin arasindaki filogenetik iliskiyi gdsteren bir
dendogram olusturulmustur (Sekil 4.6). Olusturulan dendogramda farkl cinslerin ve bu cinsler

icerisindeki tlirlerin birbirlerinden belirgin bir sekilde ayrildig1 gozlenmistir.
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Tablo 4.10. Her bir maya tiiriiniin 8 farkli DNA bdlgesinin HRM analizine ait verilerinin, veritabaninda sorgulanmasi ile elde edilen sonuglar

MAYA TURLERI

Kod EsrF-EsrR Fzgl-Fzg2 |CH12f-CH12r ul-u2 SSf1-SSrl ni-ls My3f-My3r | MnF-MnR |Sonug
A. pullulans A. pullulans A. pullulans A. pullulans A. pullulans A. pullulans A. pullulans Dek. bruxellensic
C. intermedia Dek. anomala K. marxianus Kaz. servazzii C. sake Met. sp. Z. rouxii
o Saturnispora spp. | Met. pulcherrima | Met. fructicola P. kluyveri D. hansenii A. pullulans é
°|2 P. pastoris Met. sp. U. hordei Met. pulcherrima C. glabrata E
i U. hordei Sch. pseudopoly. Dek. anomala =
Y. lipolytica Yamadazyma sp Met. pulcherrima <
P. kluyveri
P. manshurica
C. ethanolica C. ethanolica C. ethanolica P. membranifaciens| C. ethanolica C. ethanolica R. mucilaginosa C. ethanolica
_ P. kudriavzevii P. fermantans P. kluyveri P. kudriavzevii Z. bisporus Met. pulcherrima s
= | P. manshurica P. kudriavzevii P. manshurica Z. lentus P. membranifaciens Tcg
P. membranifaciens P. membranifaciens | C. ethanolica g
P. kudriavzevii “‘_’j
P. manshurica ©
P. membranifaciens
A. pullulans C. glabrata C. glabrata C. glabrata Z. lentus Z. rouxii C. glabrata Dek. bruxellensic
C. glabrata Kaz. exigua Cl.lusitaniae Kaz. servazzii C. glabrata C. glabrata Kaz. servazzii Met. pulcherrima -
. | Saturnispora spp. Kaz. exigua Y. lipolytica C. zeylanoides K. marxianus Mey. caribbica P. kluyveri ©
§ D. hansenii Kr. fluxuum Mey. guilliermondii | P. manshurica %
_E Mey. caribbica Met. pulcherrima | S. cerevisiae 8

Mey. guilliermondii
P. fermantans

P. kudriavzevii

U. hordei

Wic. anomalus

U. hordei

Sch. pseudopoly.
Z. bailii




Z. bailii

lE2l

C. intermedia
Z. bisporus

C. intermedia
Cl.lusitaniae

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. servazzii
Met. pulcherrima
S. cerevisiae

St. bacillaris

Z. bailii

C. intermedia

Kaz. servazzii

C. intermedia

Kaz. servazzii

C. intermedia

C. membranifaciens

C. diversa
C. intermedia
Kaz. naganishii

C. intermedia
Cl.lusitaniae

Kaz. servazzii

C. intermedia
Met. pulcherrima

C. intermedia

‘M53'

Kr. fluxuum
Yamadazyma sp

C. membranifaciens

C. membranifaciens
C. sake

D. hansenii

Met. pulcherrima
Wic. subpelliculosa

C. tropicalis

H. valbyensis

C. membranifaciens
Kaz. servazzii
S'copsis schoenii
Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Yamadazyma sp

Met. sp.
T.delbrueckii
Yamadazyma sp

C. membranifaciens
D. hansenii

K. lactis

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
T.delbrueckii

C. membranifaciens
C. zeylanoides

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. exigua

Kaz. servazzii
S'copsis vini

Z. lentus

C. membranifaciens
D. hansenii

H. uvarum

St. bacillaris
Yamadazyma sp

C. membranifaciens

Yamadazzma SE Yamadazzma SE

‘P13’

C. sake

C. sake

Dek. bruxellensic
C. sake

Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus
Met. fructicola

C. sake
S'copsis schoenii

A. pullulans

C. sake

D. hansenii

Met. pulcherrima
Sch. pseudopoly.
Yamadazyma sp

C. sake

D. hansenii
Kaz. servazzii
K. lactis

K. marxianus
St. bacillaris

C. sake
C. zeylanoides
D. hansenii

C. sake

H. uvarum
Kr. fluxuum
Mey. caribbica

Sch. pseudopoly.

Cl.lusitaniae

C. diversa

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

71



'E10’

'K93'

lEll

K. marxianus
S. cerevisiae
U. hordei

C. diversa

C. tropicalis

C. zeylanoides
Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
Sch. pseudopoly.

Cl.lusitaniae
K. lactis

K. marxianus
S. cerevisiae
T.delbrueckii
U. hordei

C. diversa

S. boulardii

D. hansenii

C. tropicalis

C. zeylanoides

Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

C. intermedia
Cl.lusitaniae

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S. cerevisiae

St. bacillaris

Z. bailii

D. hansenii
K. lactis
K. marxianus

Kr. fluxuum

C. membranifaciens
D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. guilliermondii
Wic. subpelliculosa

Sch. pombe
C. zeylanoides
Yamadazyma sp

C. glabrata
Cl.lusitaniae
Kaz. exigua

C. sake

D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. caribbica

H. valbyensis

C. membranifaciens
Kaz. servazzii
S'copsis schoenii
Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus

Yamadazyma sp

C. diversa

Z. lentus

C. zeylanoides
St. bacillaris

S. boulardii
D. hansenii
H. opuntiae
H. uvarum

Sch. pombe

K. lactis

K. marxianus
Met. fructicola
Met. pulcherrima
P. kluyveri

R. mucilaginosa

Z. bisporus

Z. lentus

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
St. bacillaris

Wic. anomalus

Cl.lusitaniae
D. hansenii

Z. lentus

C. glabrata

D. hansenii
Mey. caribbica

C. zeylanoides
Met. pulcherrima
Wic. subpelliculosa

C. tropicalis

C. zeylanoides
Met. pulcherrima
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

Cl.lusitaniae

A. pullulans

C. sake

D. hansenii

Met. pulcherrima

Sch. pombe
Cl.lusitaniae
Met. pulcherrima
Met. sp.

U. hordei

C. zeylanoides
Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus

Cl.lusitaniae
Kaz. servazzii

D. hansenii

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii

H. valbyensis
K. marxianus
Met. pulcherrima
T.delbrueckii

U. hordei
Z. bailii

C. zeylanoides

D. hansenii

Mey. guilliermondii
Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

Cl.lusitaniae
P. fermantans
Stn. diversa

D. hansenii
Mey. guilliermondii
Wic. anomalus

C. tropicalis

Cl.lusitaniae C. zeylanoides

D. hansenii

~
N



'166'

'Y-12961'

'M157

Dek. anomala
Z. bailii

Dek. bruxellensic
K. lactis

K. marxianus

S. cerevisiae
T.delbrueckii

U. hordei

Kaz. servazzii

S. boulardii

H. guilliermondii
H. opuntiae
H. uvarum

S'copsis vini

A. pullulans

Dek. anomala
Met. pulcherrima
P. pastoris

U. hordei

Y. lipolytica

Dek. bruxellensic
S. boulardii

P. kluyveri

C. intermedia

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. servazzii
Met. pulcherrima
U. hordei

P. pastoris

Dek. anomala

S. cerevisiae

Dek. bruxellensic
K. lactis

K. marxianus

Z. rouxii

H. guilliermondii
H. uvarum

Met. pulcherrima
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris

Dek. anomala

Dek. bruxellensic
H. valbyensis

Z. rouxii

C. membranifaciens

Kaz. servazzii

S. cerevisiae
S'copsis schoenii
Wic. anomalus

H. valbyensis

Z. bisporus

D. hansenii

H. guilliermondii
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

Mey. guilliermondii
St. bacillaris
Wic. anomalus

D. hansenii

Dek. anomala

P. membranifaciens
Sch. pseudopoly.
U. hordei

Dek. bruxellensic
D. hansenii

H. guilliermondii
H. uvarum

Sch. pseudopoly.
Yamadazyma sp

Dek. anomala

Dek. bruxellensic
Kaz. exigua
Kaz. naganishii

H. valbyensis

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum
S'copsis schoenii

Sch. pseudopoly.

Dek. anomala
Kaz. servazzii

Met. sp.

Dek. bruxellensic

C. membranifaciens
C. zeylanoides

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. exigua

Kaz. servazzii
S'copsis vini
Yamadazyma sp

Y. lipolytica

Dek. bruxellensic
C. glabrata

Dek. anomala
Met. pulcherrima
P. kluyveri

P. manshurica

Dek. bruxellensic
H. valbyensis

Z. rouxii

C. glabrata

Met. pulcherrima

. valbyensis
. hansenii

H

D

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

K. lactis

K. marxianus

S. cerevisiae
S'copsis schoenii
T.delbrueckii

U. hordei

Dek. bruxellensic Dek. anomala

H. guilliermondii



Z. bailii

'A52'

'Y-1626"

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

H. opuntiae
H. uvarum
H. valbyensis

C. intermedia

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. servazzii

Met. pulcherrima

H. valbyensis

Z. rouxii

H. guilliermondii
H. uvarum

Met. pulcherrima
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
Wic. anomalus

H. valbyensis

S. boulardii
D. hansenii
H. opuntiae

H. uvarum

H. valbyensis

Z. bisporus

D. hansenii

H. guilliermondii
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

H. opuntiae

H. uvarum

H. valbyensis
Met. pulcherrima

H. valbyensis

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

S'copsis schoenii

H. valbyensis

C. membranifaciens

Met. pulcherrima

'E22'

Kaz. exigua
Kaz. servazzii

Sch. pombe
C. glabrata
Kaz. exigua
T.delbrueckii

C. glabrata
Cl.lusitaniae
Kaz. exigua

Kaz. exigua

Kaz. servazzii

K. lactis

Met. pulcherrima
Mey. guilliermondii
T.delbrueckii

Kaz. exigua
K. lactis

Dek. bruxellensic
Kaz. exigua
Kaz. naganishii

C. zeylanoides P. membranifaciens g
H. uvarum &
Kaz. servazzii %
S'copsis vini I
Yamadazyma sp
H. valbyensis H. valbyensis
Cl.lusitaniae Z. bisporus
Kaz. servazzii D. hansenii é
Z. bailii H. opuntiae é
H. uvarum E
K. marxianus T
S. cerevisiae
T.delbrueckii
U. hordei
Z. hailii
H. guilliermondii | H. valbyensis
H. opuntiae D. hansenii
H. uvarum H. uvarum g
Kaz. exigua Kaz. exigua 'g
Kaz. servazzii S'copsis schoenii g
S'copsis vini T.delbrueckii X
Yamadazyma sp
Y. lipolytica

i

Kaz. naganishii

Kaz. naganishii

Kaz. naganishii

C. ethanolica

Kaz. naganishii

Dek. bruxellensic

Kaz. naganishii

H. valbyensis
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Saturnispora

Kaz. naganishii

Sch. pseudopoly.
U. hordei

C. intermedia
Kaz. exigua
Kaz. naganishii

Kaz. servazzii
Met. sp.

Kaz. naganishii

Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus
Met. pulcherrima
P. membranifaciens

Saturnispora

T.delbrueckii

U. hordei

K. naganishi

C. tropicalis

'E15’

C. zeylanoides

D. hansenii

K. lactis

K. marxianus
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

K. lactis
K. marxianus

Met. sp.

C. sake

Kaz. servazzii
K. lactis

K. marxianus
Met. sp.

K. lactis
K. marxianus

Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Mey. guilliermondii

K. marxianus
St. bacillaris

H. valbyensis
Kaz. naganishii
Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus

Met. pulcherrima
P. membranifaciens
Saturnispora
T.delbrueckii

U. hordei
Z. bailii

K. marxianus

Kr. fluxuum

l21l

D. hansenii

Kr. fluxuum

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S'copsis vini

Z. rouxii

Kr. fluxuum

Met. pulcherrima
T.delbrueckii

U. hordei

Kr. fluxuum

Kr. fluxuum

Z. bisporus

Z. lentus

C. glabrata

K. marxianus

Kr. fluxuum

Met. pulcherrima

Kaz. servazzii
Kr. fluxuum
S'copsis schoenii
T.delbrueckii

C. sake

C. zeylanoides

D. hansenii
H. uvarum

Kaz. exigua
Kr. fluxuum

Kr. fluxuum



U. hordei

Mey. caribbica
S. cerevisiae
Sch. pseudopoly.

'‘M71'

Met. sp.

Met. pulcherrima
Met. sp.

Dek. bruxellensic
K. lactis
K. marxianus

Met. sp.

Z. rouxii

Kaz. servazzii

K. lactis

Met. pulcherrima
Met. sp.
T.delbrueckii

C. membranifaciens
Met. sp.

S. cerevisiae
T.delbrueckii

Met. sp.

Cl.lusitaniae
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. pastoris

Stn. diversa

U. hordei

Met. sp.

Metschnikowia spp.

Cyl

Mey. caribbica

C. zeylanoides

Met. pulcherrima
Mey. guilliermondii

Kr. fluxuum

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S'copsis vini

D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
P. pastoris

C. intermedia
Kaz. servazzii
Mey. caribbica
Z. bailii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
U. hordei

C. membranifaciens
D. hansenii

K. lactis

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
T.delbrueckii
Yamadazyma s

C. glabrata

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S. cerevisiae

Sch. pseudopoly.

C. sake

C. zeylanoides
D. hansenii

H. uvarum

Kr. fluxuum
Mey. caribbica

Mey. caribbica

Sch. pseudopoly.

'A58'

C. zeylanoides

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Mey. guilliermondii

Kr. fluxuum
Mey. caribbica
Mey. guilliermondii

S. cerevisiae

C. tropicalis

D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. guilliermondii

Kaz. exigua

Kaz. servazzii

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
T.delbrueckii

Z. bailii

C. zeylanoides

D. hansenii

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
P. fermantans

U. hordei

Z. rouxii

Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Mey. guilliermondii

T.delbrueckii

C. glabrata

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S. cerevisiae

Sch. pseudopoly.

C. zeylanoides

D. hansenii

Mey. guilliermondii
Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

Mey. guilliermondii

N
o



'‘M73'

Met. fructicola

Met. fructicola

Met. fructicola
Met. sp.

Kaz. servazzii

Met. fructicola

Z. rouxii
Met. fructicola
P. pastoris

Met. fructicola

Met. fructicola
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. pastoris

Stn. diversa

U. hordei

Met. fructicola
Met. sp.

Met. fructicola

Me62'

'M31'

'All"

D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. guilliermondii
S'copsis schoenii

P. kluyveri

C. ethanolica

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

C. intermedia
Cl.lusitaniae

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. servazzii
Met. pulcherrima
Met. sp.

St. bacillaris

U. hordei

Z. bailii

Dek. bruxellensic
S. boulardii

P. kluyveri

C. ethanolica
P. fermantans

P. kudriavzevii

D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
P. pastoris

C. ethanolica
P. kluyveri

P. kudriavzevii
P. manshurica

Kaz. exigua

Kaz. servazzii

K. lactis

Met. pulcherrima
Met. sp.

Mey. guilliermondii
T.delbrueckii

A. pullulans
Kaz. servazzii
P. kluyveri

U. hordei

P. kudriavzevii
P. manshurica
P. membranifaciens

Met. pulcherrima

S. boulardii

Sch. pombe

K. lactis

K. marxianus
Met. pulcherrima
P. kluyveri

C. glabrata
C. zeylanoides
D. hansenii
Mey. caribbica

C. tropicalis
C. sake
Met. pulcherrima

P. kluyveri
P. pastoris

C. ethanolica

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

Cl.lusitaniae
Kaz. servazzii
Met. fructicola
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. pastoris

Stn. diversa

S. boulardii
Sch. pombe
Met. sp.

P. kluyveri

R. mucilaginosa
Z. lentus
C. ethanolica

P. kudriavzevii

C. tropicalis

H. valbyensis

Z. bisporus

H. uvarum

K. marxianus
Met. pulcherrima
S. cerevisiae
T.delbrueckii

U. hordei

Z. bailii

Dek. bruxellensic
A. pullulans

C. glabrata

Dek. anomala
Met. pulcherrima
P. kluyveri

P. manshurica

Met. pulcherrima
P. kudriavzevii

<udrian

Met. pulcherrima

P. kluyveri

zevii
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Mey. guilliermondii
P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens
U. hordei

Wic. anomalus

Z. bailii

P. manshurica

P. membranifaciens

'A64'

E35’

C. ethanolica

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

P. manshurica

C. ethanolica
P. fermantans
P. kudriavzevii

P. kudriavzevii
P. manshurica
P. membranifaciens

P. fermantans

P. kudriavzevii
P. manshurica

P. membranifaciens

C. zeylanoides

D. hansenii

Mey. caribbica

P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens
U. hordei

Wic. anomalus

C. glabrata

C. zeylanoides

D. hansenii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens
U. hordei

Wic. anomalus

P. manshurica

P. membranifaciens

Cl.lusitaniae
P. fermantans

Z. lentus

P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

Z. lentus

P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

Met. pulcherrima
P. kluyveri
P. manshurica

P. manshurica

P. fermantans
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Z. bailii

'Al8'

C. ethanolica
P. kudriavzevii
P. manshurica

P. membranifaciens

C. ethanolica
P. fermantans

P. membranifaciens

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens
C. sake

P. kudriavzevii
P. manshurica

P. membranifaciens

C. ethanolica

D. hansenii

Dek. anomala

P. membranifaciens

Sch. pseudopoly.

P. manshurica

P. membranifaciens

R. mucilaginosa
Z. bisporus
P. kudriavzevii

P. membranifaciens

Dek. bruxellensic
H. valbyensis
C. ethanolica
Kaz. servazzii
Met. pulcherrima

P. membranifaciens

P. membranifaciens

Saturnispora
T.delbrueckii

'PP1’

P. pastoris

A. pullulans

Dek. anomala
Met. pulcherrima
P. pastoris

U. hordei

D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
P. pastoris

P. pastoris

Dek. anomala
P. kluyveri
P. pastoris

Kaz. servazzii

Cl.lusitaniae
P. fermantans
P. pastoris

P. pastoris

"Y-2510'

C. glabrata
Saturnispora

R. mucilaginosa
Z. lentus

R. mucilaginosa
Z. lentus

R. mucilaginosa
Z. rouxii

A. pullulans

Kr. fluxuum
T.delbrueckii

C. diversa

R. mucilaginosa
C. zeylanoides
Kr. fluxuum

St. bacillaris

R. mucilaginosa

Z. bisporus

Mey. guilliermondii
St. bacillaris

Wic. anomalus

R. mucilaginosa
Z. rouxii
Met. pulcherrima

R. mucilaginosa

Z. bisporus

C. ethanolica

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

C. diversa

R. mucilaginosa

D. hansenii

Mey. guilliermondii
Wic. anomalus

R. mucilaginosa

Yamadazyma sp

SSb

Cl.lusitaniae

K. marxianus

S. cerevisiae
T.delbrueckii

U. hordei

Dek. bruxellensic
S. boulardii

Dek. bruxellensic
S. boulardii

P. kluyveri

S. boulardii

Kr. fluxuum

Met. pulcherrima
T.delbrueckii

U. hordei

S. boulardii

D. hansenii

H. opuntiae

H. uvarum

Wic. subpelliculosa

S. boulardii

Sch. pombe

K. lactis

K. marxianus
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. kluyveri

S. boulardii

Met. pulcherrima
S. cerevisiae

Z. bailii

S. boulardii

Sch. pombe
Cl.lusitaniae
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. kluyveri
Saturnispora

S. boulardii
D. hansenii
H. opuntiae
H. uvarum

S.boulardii

S. cerevisiae

S'copsis vini
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S. cerevisiae U. hordei

‘M37'

lGll

Cl.lusitaniae

K. marxianus

S. cerevisiae
T.delbrueckii

U. hordei

Dek. bruxellensic
S. boulardii

Met. pulcherrima
Mey. guilliermondii
S'copsis schoenii

C. intermedia
Cl.lusitaniae
Kaz. servazzii
Met. pulcherrima
S. cerevisiae

St. bacillaris

Z. bailii

S'copsis schoenii

Dek. anomala

S. cerevisiae

H. valbyensis
S'copsis schoenii

Dek. bruxellensic
H. valbyensis

C. membranifaciens
Kaz. servazzii

S. cerevisiae
S'copsis schoenii
Wic. anomalus

Dek. bruxellensic
H. valbyensis

Z. rouxii

C. membranifaciens
Kaz. servazzii
S'copsis schoenii
Wic. anomalus

Met. sp.

S. cerevisiae

C. sake
S'copsis schoenii

S. boulardii

Z. bisporus

Z. rouxii

Met. pulcherrima
S. cerevisiae

Z. bailii

H. valbyensis
H. uvarum
S'copsis schoenii

C. glabrata

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S. cerevisiae

Sch. pseudopoly.

Z. bailii

Kaz. servazzii
Kr. fluxuum
S'copsis schoenii
T.delbrueckii

H. valbyensis
S. boulardii
D. hansenii
H. opuntiae
H. uvarum

S. cerevisiae
S'copsis vini
U. hordei

H. valbyensis
D. hansenii

H. guilliermondii

H. uvarum
K. marxianus
S. cerevisiae

S'copsis schoenii

S. cerevisiae

S'copsis schoenii

'M134'

S'copsis vini

D. hansenii

Kr. fluxuum
Met. fructicola
S'copsis vini
Yamadazyma sp

S'copsis vini

H. valbyensis

Z. bisporus

D. hansenii

H. guilliermondii
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

Yamadazyma sp

Met. pulcherrima
S'copsis vini

H. opuntiae
S'copsis vini

T.delbrueckii

U. hordei

Z. bailii
H. guilliermondii | S. boulardii
H. opuntiae D. hansenii
H. uvarum H. opuntiae
Kaz. exigua H. uvarum
Kaz. servazzii S. cerevisiae
S'copsis vini S'copsis vini
Yamadazyma sp
Y. lipolytica

S'copsis vini

o4

A. pullulans

Kaz. naganishii

Saturnispora

P. fermantans

Saturnispora

Saturnispora

Met. sp.

H. valbyensis

80



C. glabrata
Saturnispora spp.
R. mucilaginosa

Saturnispora

Saturnispora

P. kluyveri
Saturnispora

C. ethanolica

Kaz. naganishii
Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus

Met. pulcherrima
P. membranifaciens
Saturnispora
T.delbrueckii

U. hordei

Saturnispora spp.

'‘BH11"

Y-9'

Stn. diversa
St. bacillaris

Sch. pombe

P. fermantans
P. kluyveri
P. membranifaciens

Stn. diversa

Sch. pombe
T.delbrueckii

Sch. pombe

C. zeylanoides
Wic. subpelliculosa
Yamadazyma sp

Stn. diversa

Dek. bruxellensic
H. valbyensis
Sch. pombe

Z. rouxii

Kaz. servazzii

S. cerevisiae

Stn. diversa

S. boulardii

Sch. pombe

K. lactis

K. marxianus
Met. pulcherrima
P. kluyveri

S. cerevisiae

Stn. diversa

Sch. pombe
Met. pulcherrima

Z. rouxii
Cl.lusitaniae
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. pastoris

Stn. diversa

U. hordei

S. boulardii

Sch. pombe
Cl.lusitaniae
Met. pulcherrima
Met. sp.

P. kluyveri
Saturnispora

U. hordei

Cl.lusitaniae
P. fermantans
Stn. diversa

Dek. bruxellensic
H. valbyensis
Sch. pombe

Z. rouxii

A. pullulans

C. glabrata

P. kluyveri

Stn. diversa

Sch. pombe

'A23'
)seudopol

C. zeylanoides
Mey. guilliermondii
Sch. pseudopoly.

C. zeylanoides
K. lactis

K. marxianus

Z. rouxii
H. opuntiae
Met. pulcherrima

H. valbyensis
Z. bisporus
D. hansenii

Dek. anomala
Kaz. naganishii
P. membranifaciens

A. pullulans
C. membranifaciens
C. sake

C. glabrata
Kaz. servazzii
Mey. caribbica

C. sake
C. zeylanoides
D. hansenii

Jull.



'M41'

St. bacillaris

Sch. pseudopaly.
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

Cl.lusitaniae
S. cerevisiae
St. bacillaris
Z. bailii

Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
Wic. anomalus

H. opuntiae

Met. pulcherrima
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
Wic. anomalus

H. guilliermondii
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa
Yamadazyma sp

C. diversa

R. mucilaginosa
Z. lentus

C. zeylanoides
Kr. fluxuum

St. bacillaris

Sch. pseudopoly.
U. hordei

R. mucilaginosa

Z. bisporus

Z. lentus

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
St. bacillaris

Wic. anomalus

D. hansenii

Met. pulcherrima
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
T.delbrueckii
Yamadazyma sp

C. membranifaciens
D. hansenii

Kaz. servazzii

K. lactis

Met. pulcherrima
Mey. caribbica

St. bacillaris
T.delbrueckii

Mey. guilliermondii
S. cerevisiae
Sch. pseudopoly.

C. sake

Kaz. servazzii
K. lactis

K. marxianus
St. bacillaris

H. uvarum

Kr. fluxuum

Mey. caribbica
Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

C. diversa

Z. lentus

C. membranifaciens
D. hansenii

Mey. guilliermondii
St. bacillaris

St. bacillaris

Yamadazyma sp

Yamadazzma SE

'M169'

Cl.lusitaniae
K. lactis

K. marxianus
S. cerevisiae
T.delbrueckii
U. hordei

C. diversa

S. boulardii

Dek. anomala
Met. pulcherrima
T.delbrueckii

U. hordei

Y. lipolytica

S. boulardii

Z. rouxii

Kr. fluxuum

Met. pulcherrima
T.delbrueckii

U. hordei

Z. rouxii

Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus
Met. pulcherrima
Met. sp.
T.delbrueckii

C. membranifaciens
Met. sp.
T.delbrueckii
Yamadazyma sp

C. membranifaciens
Kaz. servazzii

K. lactis

Met. pulcherrima
Mey. caribbica

St. bacillaris
T.delbrueckii
Yamadazyma sp

‘K23

Cl.lusitaniae
K. marxianus

S. cerevisiae

A. pullulans
Dek. anomala
H. guilliermondii

S. boulardii
Z. bisporus
Z. lentus

Kaz. servazzii
U. hordei

Z. lentus
C. glabrata
C. zeylanoides

Z. bisporus
Z. lentus

Z. rouxii

Kaz. servazzii H. valbyensis
Kr. fluxuum Z. bisporus
S'copsis schoenii D. hansenii 2
T.delbrueckii H. opuntiae §
H. uvarum S
. )
K. marxianus ©
. [
S. cerevisiae
T.delbrueckii
U. hordei
Z. bailii
Cl.lusitaniae H. valbyensis
Kaz. servazzii H. uvarum

Kaz. naganishii



U. hordei
C. diversa
C. tropicalis
S. boulardii

H. opuntiae

Kaz. servazzii
Met. pulcherrima
P. pastoris

U. hordei

Met. pulcherrima
U. hordei

D. hansenii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
P. kudriavzevii

St. bacillaris

U. hordei

Wic. anomalus

C. glabrata

K. marxianus

Kr. fluxuum

Met. pulcherrima
U. hordei

Kaz. servazzii
K. lactis
K. marxianus

Met. pulcherrima

P. membranifaciens

S. cerevisiae
Saturnispora
T.delbrueckii
U. hordei

Z. bailii

U. hordei

'A49'

Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

C. zeylanoides

K. lactis

K. marxianus

Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

Z. rouxii

H. opuntiae

Met. pulcherrima
Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus

C. tropicalis

Dek. bruxellensic
H. valbyensis

C. membranifaciens
Kaz. servazzii

S. cerevisiae
S'copsis schoenii
Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus

Z. lentus

C. glabrata

C. zeylanoides

D. hansenii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
St. bacillaris

U. hordei

Wic. anomalus

C. zeylanoides
Met. pulcherrima
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa
Y. lipolytica

Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

Wic. anomalus

Wic. anomalus

Yamadazzma sE

'Al3'

Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

C. zeylanoides

D. hansenii

K. lactis

K. marxianus
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

C. tropicalis

C. membranifaciens
Wic. subpelliculosa
Yamadazyma sp

H. valbyensis

D. hansenii

Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

C. zeylanoides

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
Wic. subpelliculosa

C. tropicalis

C. zeylanoides

Met. pulcherrima
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

Kaz. servazzii
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa

C. zeylanoides

D. hansenii

Kr. fluxuum

Mey. caribbica
Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa

Wic. subpelliculosa
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'M46'

'K43'

Yamadazyma spp.

Y. lipolytica

A. pullulans

Dek. anomala
Met. pulcherrima
P. pastoris
T.delbrueckii

U. hordei

Sch. pombe

C. zeylanoides
Wic. subpelliculosa
Yamadazyma sp

H. valbyensis
S'copsis schoenii
Y. lipolytica

C. tropicalis

Dek. bruxellensic
H. valbyensis

C. membranifaciens
Kaz. servazzii

S. cerevisiae
S'copsis schoenii
Sch. pseudopoly.
Wic. anomalus
Yamadazyma sp

C. glabrata
Kaz. servazzii

Y. lipolytica

C. membranifaciens
Met. sp.
T.delbrueckii
Yamadazyma sp

Y. lipolytica

A. pullulans

C. membranifaciens
D. hansenii

Met. pulcherrima
Mey. caribbica
Sch. pseudopoly.
St. bacillaris
T.delbrueckii
Yamadazyma sp

C. zeylanoides
Met. pulcherrima
Wic. anomalus
Wic. subpelliculosa
Y. lipolytica

C. membranifaciens
C. zeylanoides

H. uvarum

Kaz. servazzii

Yamadazyma sp

H. guilliermondii
H. opuntiae

H. uvarum

Kaz. exigua

Kaz. servazzii
S'copsis vini

C. diversa

Z. lentus

C. membranifaciens
D. hansenii

Mey. guilliermondii
St. bacillaris
Yamadazyma sp

Y. lipolytica

Yamadazyma spp.

Y.lipolytica

Y. lipolytica Y. Iiﬁolztica

'G16’

Dek. anomala
Z. bailii

C. intermedia
Cl.lusitaniae

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
S. cerevisiae

St. bacillaris

Z. bailii

Z. bailii

Kaz. servazzii
Mey. caribbica
Z. bailii

C. zeylanoides

D. hansenii

Kaz. servazzii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica
U. hordei

Wic. anomalus
Z. bailii

S. boulardii

Z. bisporus

Z. rouxii

Met. pulcherrima
S. cerevisiae

Z. bailii

H. valbyensis
C. glabrata
Cl.lusitaniae
Kaz. servazzii
Z. bailii

H. valbyensis

H. uvarum

Kaz. naganishii
Kaz. servazzii

K. lactis

K. marxianus
Met. pulcherrima

P. membranifaciens
S. cerevisiae

Saturnispora
T.delbrueckii
U. hordei

Z .bailii
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Z. bailii

'Y-27275' "Y-7558"

'Y-229'

C. intermedia
Z. bisporus

Saturnispora spp.
R. mucilaginosa

Z. lentus
Z. rouxii

Z. bisporus

R. mucilaginosa
Z. lentus

Z. rouxii

S. boulardii

Z. bisporus

Z. lentus

Z. rouxii

Met. pulcherrima
U. hordei

Z. bisporus

Z. lentus

Z. rouxii

Met. pulcherrima
U. hordei

Z. rouxii
T.delbrueckii

H. valbyensis

Z. bisporus

D. hansenii

H. guilliermondii
S'copsis vini

Sch. pseudopoly.
Wic. subpelliculosa
Yamadazyma sp

C. diversa

Z. lentus

C. zeylanoides
Kr. fluxuum

St. bacillaris

Dek. bruxellensic
H. valbyensis
Sch. pombe

Z. rouxii

Kaz. servazzii
Met. fructicola

R. mucilaginosa

Z. bisporus

Mey. guilliermondii
St. bacillaris
T.delbrueckii

Z. lentus

C. glabrata

C. zeylanoides

D. hansenii

Mey. caribbica
Mey. guilliermondii
St. bacillaris

U. hordei

Wic. anomalus

Z. rouxii
Met. fructicola

P. pastoris

S. boulardii

Z. bisporus

Z. lentus

Z. rouxii

Met. pulcherrima
U. hordei

Z. bailii

Z. bisporus

Z. lentus

Z. rouxii

Kr. fluxuum

Met. pulcherrima
U. hordei

Z. bailii

Z. rouxii

R. mucilaginosa
Z. bisporus

C. ethanolica
P. kudriavzevii

P. membranifaciens

Z. lentus

P. fermantans

P. kudriavzevii

P. manshurica

P. membranifaciens

Z. rouxii
Met. sp.

H. valbyensis
Z. bisporus
D. hansenii
H. uvarum
K. marxianus
S. cerevisiae
T.delbrueckii
U. hordei

C. diversa

Z. lentus

C. membranifaciens
D. hansenii

Mey. guilliermondii
St. bacillaris
Yamadazyma sp

Dek. bruxellensic
H. valbyensis
Sch. pombe

Z. rouxii

A. pullulans

C. glabrata

P. kluyveri

Z.bisporus

Z. lentus

Z. rouxii
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4.4 Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Test denemeleri

Proje kapsaminda gelistirilen MFMAS sisteminin test denemeleristandart maya suslar1 ve proje
kapsaminda tamimlanan bazi maya suslari kullanilarrak gerceklestirilmisti. Bu amacgla maya
tiirlerinin identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan API ID 32 C (bioMerieux, Fransa) ticari
test kitleri MFMAS yOntemi es zamanl uygulanarak her iki sistem birbiri ile karsilastirilmistir
(Tablo 4.11).

MFMAS sistemi analiz edilen tiim 6rnekler icin %100 eslesme ile tanimlama gergeklestirmistir.
APIT ID 32 sistemi ise 4 tiiriin tanimlanmasmda hatali sonu¢ vermistir. Buna goe Diger tiirlerin

tanimlanmasi ise %99 ve tizerindeki bir dogrulukla gerceklestirilmistir(Tablo 4.12).

Ayrica 3 farkl tiire ait 3 standart sus C. sake(NRRL Y-17808), P.fermentans (NRRL Y-
11506), P. kluyveri (NRRL Y-17724) kullanilarak sistemin validasyon testleri
gerceklestirilmistir. 3 tekkerriirlii olarak yapilan bu analizde elde edilen HRM profilleri veri
tabaninda her seferinde ayni verileri analiz etmis ve analiz edilen tiiriin tanimlanmast %100
dogrulukla gerceklestirilmistir (Sekil 4.7). Tm degerlerinin analizinde de tekrarlanabilirligi
yiiksek dogru sonuglar elde edilmistir (Tablo 4.13).



Tablo 4.11 API ID 32 C kitleri ile MFMAS sisteminin karsilastirma testi sonuglari

R. Met. Y. lipolytica | C. tropicalis Cl. Kaz. exigua
mucilaginosa | fructicola (C. lusitaniae | (C. holmii)
Analiz Edilen lipolytica)

Tiir Y-2510 Y-48589 Y-1094 Y-12968 K93 E85
GAL + ++ + ++ ++ +
ACT + ++ ++ - -
SAC ++ ++ - ++ + +t
NAG i} ++ ++ ++ ++ ;
LAT i ++ + - -
ARA i} - )
CEL + ++ - ++ + -
RAF ++ - + - +
MAL ++ ++ - ++ + -
TRE ++ ++ - ++ ++ +t
2KG ) ++ - ++ ++ )
MDG ) ++ - ++ ++ )
SOR + B ++ ++ }
XYL + - ++ + -
RIB + ot + - -
GLY - ++ ++ ++ + -
RHA ) ) ) ) )
PLE ++ ++ - ++ + -
ERY ) ++ ) ) )
MEL - - + i -
GRT ) ) ) ) )
MLZ ++ ++ - ++ ++ -
GNT - ++ ++ + + -
LVT ) ) - ) )
MAN ++ ++ ++ ++ ++ -
LAC ) ) - ) )
INO ) ) ) ) )
GLU ++ ++ ++ ++ + +
SBE - ++ + ++ ++ )
GLN - ++ - ++ + -
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Tablo 4.11’in devam

mar>|<<iénus C._ _ _ C. _ H.u(\:?lfum K. (Igt.:tis H._guillerm_ond
. membranifaciens | intermedia . . i (KI. apis)
Analiz Edilen (C. kefir) apiculata) | sphaerica)
Tiir K64 Y-2089 E4 Y-1380 'Y-8279 Y-17528
GAL ++ ++ ++ ) ++ )
ACT ++ - i + ++ *
SAC + ++ ++ ++ )
NAG ) ++ ++ - )
LAT ++ * * * -
ARA - ++ - - -
CEL - ++ ++ + - *
RAF ++ ++ ++ ++ )
MAL ) ++ ++ ++ )
TRE ) ++ ++ ++ )
2KG ) ++ ++ - ) -
MDG . ++ ++ ++ )
SOR ++ ++ ++ ++ )
XYL ++ ++ ++ * )
RIB - ++ i i )
GLY * ++ i " i
RHA i ) ) ) i
PLE B ++ + ++ B
ERY ) ++ - . )
MEL i ++ ) ) i
GRT i ) ) ) j
MLZ . ++ ++ ++ )
GNT - ++ ++ - B +
LVT ) . - i )
MAN ++ ++ ++ ++ )
LAC ++ B ++ ++ )
INO i ) ) ) i
GLU ++ ++ ++ - ++ +
SBE ) ++ ++ B )
GLN . * ++ ) .
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Tablo 4.11’in devam

Z. rouxii K.(rgz.i%iﬁp)us ID(gﬁ;r:%r:g;s membraz.ifaciens kudriz\./ze\_/ii C. zeylanoides
Analiz Edilen (C. valida) (C. krusei)
Tiir Y-229 Y-2415 Y-11506 Y-6776 Y-7551 Y-17086
GAL + t+ B B B )
ACT + + - i § *
SAC + +t - - - -
NAG ++ - ++ - ++ ++
LAT ++ ++ + - + -
ARA t+ + B B B -
CEL t+ + B B B -
RAF + t+ B B B -
MAL + B B B B -
TRE + - - - - -
2KG ) B B B B tt
MDG + B B B B )
SOR + ++ - - - +
XYL n ++ ++ - - -
RIB + B B B B 3
GLY ++ ++ n - + ++
RHA ) B B B B 3
PLE tt B B B B 3
ERY ) B B B B 3
MEL tt B B B B )
GRT - i i - - i
MLZ ) B B B B )
GNT + B B B B )
LVT B - - B B )
MAN ++ + - - - ++
LAC + tt B B B )
INO tt B B B B )
GLU ++ ++ ++ ++ ++ ++
SBE ) B B B B )
GLN - - ++ ++ ++ +
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Tablo 4.12. API ve MFMAS sonuglarinin karsilagtirilmast

Analiz Edilen MayaTiirii ve Kodu

API

MFMAS

Tammlanan Tiir

Tanimlanan Tiir

Tiir Ornek Kod Tiir % %
R.mucilaginosa NRRL 'Y-2510 | R.mucilaginosa %99.5 | R.mucilaginosa 100
Met. fructicola NRRL 'Y-48589 | C. pulcherrima 9%99. | Met. fructicola 100
Y. lipolytica (C. lipolytica) | NRRL "Y-1094 | C. lipolytica 9%99.9 |Y. lipolytica 100
C. tropicalis NRRL "Y-12968 | C. guillermondii 9%99.8 | C. tropicalis 100
C. membranifaciens NRRL 'Y-2089 | C. membranifaciens| %99.9 |C. membranifaciens 100
H.uvarum (KI. apiculata) NRRL 'Y-1380 | KI. apiculata %99.9 | H.uvarum 100
K. lactis (C. sphaerica) NRRL 'Y-8279 | C. sphaerica 9%99.9 | K. lactis 100
H.guillermondi (KI. apis) NRRL 'Y-17528 :[I).icolata/Kl.apis %99.9 | H.guillermondi 100
Z. rouxii NRRL 'Y-229 | Cr. humicola 97% | Z. rouxii 100
K.marxianus (C. kefir) NRRL 'Y-2415 |C. kefir %99.9 | K.marxianus 100
P. fermentans (C.lambica) NRRL 'Y-11506 | C.lambica %99.3 | P. fermentans 100
P. membranifaciens (C. valida) | NRRL "Y-6776 | C. valida 90% \F/’élr:ézr;qbranifaciens (C.1100
P. Kudriavzevii (C. krusei) NRRL ''Y-7551 |C. krusei %94.8 | P. kudriavzevii 100
C. zeylanoides NRRL ' 'Y-17086 | C. zeylanoides %99.9 |C. zeylanoides 100
D. hansenii P17 C. famata %99.5 | D. hansenii 100
Cl.lusitaniae K93 C. pulcherrima %94.4 | Cl.lusitaniae 100
Kaz. exigua (C. holmii) E85 C. holmii %99.2 | Kaz. exigua 100
K.marxianus (C. kefir) K64 C. kefir %99.9 | K.marxianus 100
C. intermedia E4 C. intermedia %97.4 | C. intermedia 100
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Tablo 4.13. Tm Degerlerine Ait Validasyon Testi Sonuglari

MnF- CH12f-
Maya Tiirleri Esrl-Esr2 |S.S. |Fzgl-Fzg2 |S.S. | MnR S.S. | My3f-My3r |S.S. [SS1f-SS1r |S.S. |NL1 LS2 |S.S. |U1-U2 S.S. | CH12r S.S.
C. sak 86,35 0,07 |83,18 0,03 |81,50 0,06 |79,87 0,06 |81,69 0,00 |81,77 0,04 |83,89 0,04 (81,19 0,01
. Sake

86,28 0,02 |83,07 0,05 |81,46 0,05 |79,57 0,22 [81,51 0,00 |81,71 0,02 |83,75 0,04 (81,15 0,05
(NRRL Y-17808)

86,28 0,04 |83,07 0,02 |81,41 0,06 |79,73 0,06 |81,49 0,02 |81,69 0,00 |83,76 0,02 (81,15 0,01
Ortalama 86,30 0,05 |83,10 0,03 | 81,46 0,06 |79,72 0,11 [81,56 0,01 (81,72 0,02 |83,80 0,03 |81,16 0,02
b 93,20 0,05 |87,99 0,02 |85,35 0,08 | 84,68 0,01 [85,30 0,02 (87,94 0,01 [91,05 0,01 [90,23 0,02
. fermantans

93,21 0,05 |87,96 0,00 |85,29 0,05 | 84,72 0,01 [85,33 0,02 |87,97 0,02 |91,06 0,02 |90,26 0,02
(NRRL Y-11506)

93,19 0,06 |87,98 0,02 |85,29 0,08 | 84,70 0,01 [85,19 0,02 (87,99 0,01 |91,08 0,03 [90,22 0,03
Ortalama 93,20 0,06 |87,98 0,01 |85,31 0,07 |84,70 0,01 |[85,27 0,02 |87,97 0,01 [91,06 0,02 |90,24 0,03
P. kluyveri 88,05 0,06 |87,20 0,04 |83,40 0,05 |82,76 0,01 [82,88 0,02 |85,45 0,04 |86,01 0,02 (87,74 0,05
(NRRL Y-17724) | 88,10 0,03 |87,22 0,04 |83,46 0,05 |82,80 0,01 [82,90 0,02 |85,47 0,01 |86,07 0,06 |87,77 0,04

88,08 0,03 |87,19 0,06 |83,45 0,01 |82,79 0,01 [82,89 0,02 |85,52 0,02 |86,08 0,03 (87,82 0,06
Ortalama 88,07 0,04 |87,20 0,05 |83,43 0,04 |82,78 0,01 [82,89 0,02 |85,48 0,02 |86,05 0,04 (87,77 0,05
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5 SONUC VE TARTISMA

Gidalarin bozulmasi, duyusal ve yapisal 6zelliklerinde olusan arzu edilmeyen degisiklikler
sonucunda tiiketilebilme 6zelligini kaybetmesidir. Bozulan bir gidanin yapi, goriiniis, renk,
tat ve kokusunda c¢esitli fiziksel ve kimyasal degismeler meydana gelir. Bu degismeler bir
taraftan giday1 yenilemez hale getirerek ekonomik yonden kayiplara neden olurken diger
yandan da gidayr saglik acisindan zararh ve riskli hale getirebilirler. Bir gidanin bozulmasi
demek, sadece iriiniin degil, o iirlinlin tarladan sofraya kadar olan her bir asamasinda
kullanilan tiim kaynaklarm, sarf edilen enerjinin, is giiciiniin ve zamanm da kaybolmasi

demektir (Evren vd. 2009).

Gida bozulmasinda en 6nemli etken mikroorganizmalardir. Gidalara c¢esitli sekillerde bulasan
mikroorganizmalar onlar1 kendi gelismeleri i¢in besin kaynagi olarak kullanirlar.
Mikroorganizmalar gidalara bulagtiktan sonra hizla ¢ogalir, besin 6gelerini tiiketir, enzimatik
degismelere yol acar ve yeni bilesikler sentezleyerek ya da mevcut bilesikleri parcalayarak
hosa gitmeyen tat ve aroma olustururlar veya gidanin tekstiiriinde degisikliklere neden

olurlar.

Giinitimiizde ise; ¢esitli enzimlerin, pigmentlerin ve probiotiklerin iiretiminde kullanilmakta,
gida ve yemler icin spesifik bilesenlerin, ila¢ endiistrisi i¢in bircok biyokimyasal maddenin
elde edilmesinde biiyilk 6nem tagimaktadirlar (Giirsoy ve Kimik, 2002). Bununla birlikte
birgok maya tiirii bozulma yapan bakterilerin gelisemedikleri ortamlarda (diisiik su
aktivitesi, yiiksek tuz/seker konsantrasyonu, diisik pH) hizla geliserek arzu edilmeyen
degisikliklere neden olmakta ve sonugta bu iriinlerin degisik sekillerde bozulmalarma yol
acmaktadir. Gidalara gesitli sekillerde bulasarak gelisen mayalarm lipolitik, proteolitik ve
pektolitik aktiviteleri ve fermentasyon sonucu olusan iirlinlerinin gidanmn tat, koku ve
tekstiirlinii olumsuz yonde etkiledigi saptanmustir. Diger taraftan gidalarla birlikte yiiksek
sayllarda oppotunistik maya hiicresinin canli olarak viicuda almnmasi, bir takim saglik
sorunlarini da ortaya ¢ikabilmektedir (Hazen,1995; Krecmery ve Barnes, 2002; Fleet ve Balia
2006).

Mayalar, ekmek, bira, sarap ve diger alkollii iceceklerin birincil fermantasyonunda, peynir,
kefir, yogurt gibi siit {irlinlerinin, sucuk, sosis gibi et iriinlerinin, tursu ve zeytinin ise

sekonder fermantasyonunda rol almalarmin yam sira B12, B-karoten gibi vitaminlerin, ¢esitli
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enzimlerin, pigmentlerin, prebiyotiklerin, polisakkaritlerin ve lipidlerin, gida ve yemler i¢in
baz1 spesifik bilesenlerin, gliserol gibi alkollerin ve tek hiicre proteinin endiistriyel olarak
iiretiminde kullanilmaktadir (Jakobsenve Norvhus, 1996). Diger taraftan maya kaynakl
mikrobiyal bozulmalar, iirliniin duyusal 6zelliklerini degistirip onlar1 tiiketilmeyecek bir hale
getirerek Onemli ekonomik zararlara yol agmaktadwr. Diger taraftan yiiksek sayilarda
oppotunistic maya hiicresinin canli olarak viicuda alinmasi sonucunda bir takim saglik

sorunlar1 da ortaya ¢ikabilmektedir (Hazen,1995; Krcmery and Barnes, 2002).

Mayalarm gida bozulmalarmndaki onemi giderek daha iyi anlasiimaktadir. Maya tiirlerinin
dogru bir sekilde identifikasyonu, gida sistemlerindeki fizyolojik ve ekolojik 6zelliklerine
bagh olarak bozucu potansiyellerinin belirlenmesine katki sagladigi gibi prosesin teknolojik
yonden gelistirilmesine ve {iriin kalitesinin arttirilmasma da imkan saglar (Deak 2008). Diger
bir ifade ile gida {iretim hattinda proses kontroliiniin rutin bir pargasi olarak, iirlinde
bozulma ya da kalite diismesine neden olan mayalarin hizli ve dogru bir sekilde tespiti

kaliteli bir liretim i¢in zorunlu goriilmektedir.

Mayalarin geleneksel tanimlama yontemleri biiyiik Olgiide biyokimyasal yontemlere
dayanmakta, diisiik su aktivitesi ve yiiksek sicaklikta gelisme gibi baz1 fizyolojik testlerle
desteklenmektedir. Bununla birlikte, bakterilere kiyasla mayalarm smirli morfolojik
heterojenite sergiledigi bu nedenle geleneksel yontemlerle yapilan tanimlamanin yetersiz

olacagi bildirilmistir (Van der Vossen vd., 2003).

Gidalarda istenmeyen degisiklikler olusturan mayalarin tanimlanmalarinda kullanilan
geleneksel yontemlerin ve ticari kitlerin, zaman alic1 oldugu ve bazen yanlis tanimlamalara
yol agtig1 g6z Oniine alindiginda, maya tanimlamada daha giincel olan molekiiler yontemlerin
kullanilmas1 kagmilmaz hale gelmistir. Molekiiler metotlarin kullanilmas1 identifikasyon
metotlarim radikal bir sekilde degistirmis ve tiirlerin tanimlanmasinda yeni bir bakis agisi
saglamistir. Mayalarm tanmimlanmalar1 amaciyla kullanilan molekiiler yontemler arasinda
ozellikle PCR’a dayali yontemlerin, daha hizli ve dogru sonuglar elde edilmesine olanak
sagladig1 icin daha ¢ok tercih edildigi goriilmektedir(Dedk 2008).

Son yillarda, PCR tekniginde amplifiye edilen ¢ift zincirli DNA fragmentlerinin floresans
boyalarla verdigi sinyallerin dl¢iimiinedayali erime egrisi analizi, bagta mutasyon taramalar1

olmak tizere tam ve teshis amaciyla yaygin olarak kullanilmaya baslanmstir. Cift zincirli
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DNA fragmentlerinin %50 sinin tek zincirli duruma geldigi sicaklifa “erime sicakligi (Tm
derecesi)” adi verilmektedir. Tm derecesi DNA parcasmnin uzunluguna ve icerdigi
%Guanint+Sitozin (%G+C) miktarma bagh olarak degisiklik gosterir. Tm analizi farkh
tirlere ait PCR driinlerinin erime derecelerinin birbiri ile karsilastirilarak analiz edilmesine

dayanmaktadir.

Yiiksek ¢ozinirlikli erime (High Resolution Melting, HRM) analizi, ¢ift zincirli DNA
fragmentlerinin, son PCR ddngiisiinden sonra sicakhgm 60°C’den 95 °C’ye 1-2°C/saniye
hizla cikarken tek zincirli DNA’ya ayrilmasi ve bu sirada floresans isimada olusan
karakterikteristik degisimin analiz edilmesine dayanir. Cift zincirli DNA'nin sicaklik artisi ile
birlikte zincirlerinin ayrilmasma denatiirasyon denir. DNA’nin denatiirasyonu siiresince
floresan boyalarin yaptigi isimanin siddetinde meydana gelen degisimler, real-time PCR
cithazinm florometrik detektorii yardimiyla olgiilerek analiz edilmektedir. HRM analizinde
kullanilacak DNA fragmentleri genom iizerindeki hedef DNA bdlgelerinin PCR teknigi
kullanmilarak amplifiye edilmesiyle elde edilir.

HRM analizinin etkinligi, amplikonun safligina kullanilan floresan boyaya ve analizin
gergeklestigi cihazin kapasitesine baghdir. HRM uygulamalar1 i¢in 1s1l stabilitesi ve
hassasiyeti yiiksek real-time PCR deteksiyon sistemine ve HRM ile uyumlu bir yazilima
ihtiyag vardir. Real-time PCR ekipmanlar1 ile erime davranmiginin ayrmtili bir sekilde
analizinin yapilmasi i¢in, ¢ok kiiclik sicaklhk artiglarmi (0.01-0.2 °C) uygulayabilen hassas
bir sicaklik kontrolii ve ileri bir florometrik optik sistem ve gelismis veri toplama {initesi ile
donatilmis olmasi gerekir (Druml ve Cichna-Markl, 2014). Gelismis real-time PCR
cihazlarimin yeni nesil floresan boyalar ile kombinasyonu niikleik asit dizilerindeki kiiglik

varyasyonlarin bile tammlanmasma imkan vermektedir (Garritano vd., 2009).

HRM teknolojisine dayali genetik mutasyon kitleri tipta yogun olarak kullanilmasma ragmen
bir mikroorganizma tanimlama yontemi olarak potansiyeli heniiz yeni yeni anlagilmakta bu
nedenle konuyla ilgili az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu amacla yapilan bir ¢caligmada,
s1igir mastitis patojenlerinin tanimlanmasimna yonelik olarak mastitise sebep olan 12 patojen
bakteri tiirii ve 14 koagiilaz-negatif stafilakok tiirii HRM analizine tabi tutulmustur. Calisma
sonucunda tiirlerin ayrimi bagaril bir sekilde gerceklestirilmis ve HRM analizinin mastitisli
patojenlerin belirlenmesinde hizli, ucuz, yiiksek hassasiyet ve ozgiilliige sahip basarili bir

ara¢ oldugu vurgulanmustir (Ajitkumar vd., 2012). Diger taraftan Kesmen ve ark. (2014)
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tarafindan yapilan bir caligmada sucuktan izole edilen katalaz pozitif koklarin
gruplandirilmas: ve identifikasyonu amaciyla HRM ve Tm analizi kullanilmis ve basarili
sonuglar alimmustir. Yine HRM analizinin sirke ve sirke anasi orneklerinden izole edilen
asetik asit bakterilerinin gruplandiriimasinda da basarili bir sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir. (Yetiman ve Kesmen 2015). Kao vd., (2007)ise, laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda HRM kullanmislardir. Ancak bugiine kadar maya tiirlerinin tanimlanmasina
yonelik HRM ve Tm analizine dayali olarak gelistirilmis herhangi bir yontem veya sisteme

rastlanmanustir.

Proje kapsaminda gelistirilen maya tiirlerini tanimlamaya yonelik sistemin (MFMAS) esasi,
maya tirleri arasinda degiskenligi yiiksek DNA fragmentlerinin HRM egrileri ve Tm
degerlerinin analiz edilmesine dayanmaktadir. Sistem ayni tiire ait ¢ok sayida DNA
fargmentini es zamanh olarak analiz edebilmekte ve diger tiirlerle karsilastirabilmektedir.
Mikroorganizma tanimlama sisteminin icerdigi yazilim sayesinde, HRM egrileri ve Tm
degerlerinin  gorsellestirilmesi, analiz  edilmesi, karsilastirilmast  ve  depolanmasi
gergeklestirilmektedir.Analiz kosullarmmdan ileri gelen hatalari minumuma indirmek ve
tekrarlanabilirligi maksimum diizeye ¢ikarabilmek i¢in sistem, her bir mikroorganizma
tiirliniin erime egrilerini, referans susun egrileri ile karsilastirmakta ve sapma miktarini
dikkate alarak sistemi standardize etmektedir. Sistem son derece 6zgiin olup, simdiye kadar
bu prensiple tanimlama yapan baska bir analiz sistemine rastlanmamustir.

MFMAS sistemine ait yazilim, tanimlanacak maya tiirlerinin her bir DNA bdlgesi i¢in elde
edilen verileri veri tabaninda kayith tiirlerin verileri ile karsilastirip benzerlik oranmna gore
tamimlama yapmaktadir. Veri tabami her bir tiire ait en az 4 sus (strain) kullanilarak
olusturulmus her bir susun 8 farkli DNA bélgesine ait HRM egrilerini ve Tm degerlerinin
depolandig1 bir veri bankasidir.

Tanimlamada kullanilacak plate, tizerinde bulunan kuyucuklar igerisinde PCR reaksiyonu ve
sonrasmda HRM ve Tm analizi gerceklestirildigi real-time PCR cihazlar1 ile uyumlu
malzemedir. Plate’in konfligrasyonu, 8 farkli DNA bolgesinin es zamanh olarak analizinin
yapilmasina imkan tanimaktadir. Plate’in ilk siitunu (1. siitun) DNA icermeyen negatif
kontrol siitunu, plate’in 2. siitunu ise yalnizca referans susun DNA’sinimn reaksiyona girdigi
pozitif kontrol stitunudur. Geriye kalan diger siitunlarda ise 3-12. siitunlari, tanimlanacak

izolatlara ait kalpp DNA’larm PCR reaksiyonu ve sonrasinda HRM ve Tm analizinin
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gerceklestigi siitunlardir. Bu siitunlarda 10 adet mikrobiyal izolatin es zamanh analizi

yapilabilmektedir.

Maya tanimlama sitemi, toprak, su, gida, yem vs. gibi ¢esitli ¢evresel ve biyolojik
materyallerden izole edilerek saflastirilan mikrobiyal izolatlarn tiir seviyesinde tanimlanmasi
i¢in uygun bir sistem olup veri tabanmin farkh ortamlardan izole edilecek maya tiirlerini i¢ine

alcak sekilde genisletilmesi veya giincellenmesi miimkiindjir.

Mikroorganizma tanimlama sistemi ile tiir tayini, her bir mikroorganizma tiirii i¢in 8 farkh
DNA bdélgesinin, es zamanh analizine dayanmaktadir. Analiz edilen hedef DNA bdélgeleri,
farkli mikroorganizma tiirleri arasinda degiskenligi yiiksek fakat tiir icerisinde diislik

degiskenlik gosteren bolgeleri kapsamaktadir.

Sistemin yazilm, HRM ve Tm verilerinin depolanmasi, gorsellestirilmesi ve analiz edilmesi
amaciyla gelistirilmis bir yazilmdir. Sistemin yazillminda PCR {iriinlerinin artan sicakliga
kars1 floresans siddetindeki degisime ait sayisal veriler .RDML (real time PCR markup
language) uzantili dosyalara c¢evrilmektedir. Elde edilen .RDML (real time PCR markup
language) uzantih dosyalar R dili ile analiz edilerek HRM ve Tm degerleri elde
edilmektedir. Daha sonra 8 farkli DNA bolgesi kullanilarak elde edilen HRM ve Tm verileri
on islemden gecirilerek kaydedilmektedir. Bilinen mikroorganizma tiirlerine ait her veri
referans susa ait verilerle kiyaslanarak HRM ve Tm fark verileri elde edilmektedir. Bu
yontem sayesinde ¢evresel etmenlerden kaynaklanan hatalar da minimuma indirilmektedir.
Bu islem tiim veriler i¢in tekrarlanarak tiir tayininde kullanilacak veri tabam elde

edilmektedir.

Analiz edilecek mikrobiyal izolatin verileri veri tabanindaki diger tiirlerle karsilastirilarak ait
oldugu tiiriin tespit edilmektedir. Karsilastirma islem i¢in Oklit algoritmasi kullaniimaktadir.
Kargilastirma islem 8 ayr1 DNA bdlgesi i¢cin tekar edilmekte, mevcut tiirler ile eslesme
esasima gore tiir seviyesinde tanimlama yapilmaktadir. Veri tabaninda bulunmayan tiirler i¢in

ise cins seviyesinde tanimlama yapilabilmektedir.

Proje kapsaminda gelistirilen MFMAS sisteminin maya tiirlerinin tanimlanmasmda

saglayacag avantajlar agagida siralanmustir.
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1. Maya tanimlama sistemi dogru ve tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Ciinkii;
-Genotopik bir yontem oldugu i¢in ¢evresel kosullardan etkilenmemektedir.
-Yontem optimize ve standardize edildigi i¢in analizci veya laboratuar kosullarindaki
degisikliklerden sonuglar etkilenmemektedir.
-Analizin PCR’in gerceklestigi tiipte yapilmasi yani kapall tlip sistemi olmasi olasi
kontaminasyon riskini azaltmaktadir.
-Yontem referans sus ile her analizde standardize edildigi icin kimyasal malzemeler, cihaz ve
analizci degisikliginden etkilenmemektedir.
-Kiitiiphaneye dahil edilen her bir mikroorganizma tiirii en az 4 sus (strain) ile temsil
edilmektedir.
-Mikroorganizma tanimlama sistemi hem HRM egrileri hem de Tm degerlerinin analizine

dayali olarak tanimlama yapmaktadir.

2. Mikroorganizma tammlama sistemi tiim real-time PCR cihazlarma uyumludur.
Clinkii;
-Yontemin yazilimi HRM ve Tm analizi yapabilen tiim real-time PCR cihazlarma uyumlu
hale getirilebilmektedir.

-Sistemde kullanilan plate tiim cihazlara uyumlu olarak {iiretilebilmektedir.

3. Mikroorganizma tanimlama sisteminin dogrulugu ve etkinligi yiiksektir. Ciinkii;
-Sekans analizi gibi pahali bir yonteme gerek duyulmaksizin, genom fiizerinde tiirler
arasmdaki heterojenligi yiiksek olan ribozomal RNA genleri, ITS ve ISR bolgeler vb. hedef
almmaktadir.

- Her bir 6rnek i¢in s6z konusu hedef genler iizerinde yer alan degiskenligi yliksek toplam 8
farkli DNA fragmentinin HRM ve Tm analizi es zamanl olarak yapilabilmektedir
-Tanimlamanin esasi, ayrim giicii oldukca yiiksek olan HRM ve Tm analizine

dayanmaktadir. Bu yontem tek niikleotidlik polimorfizmleri dahi aywrt edebilmektedir.

4. Mikroorganizma tanimlama sistemi hizli sonug veren bir yontemdir. Ciink{i;
-PCR sonras1 uzun ve zahmetli islemlere ihtiya¢ duyulmamaktadir.
-Es zamanl olarak 8 farkli DNA fragmentinin coklu HRM ve Tm analizi yapilabilmektedir.
-HRM ve Tm sonuglar1 sistemin yazilimi i¢indeki veri tabanindan taranarak ilave bir igleme

ihtiyag duyulmaksizin tiir seviyesinde tanimlama kisa bir siire igerisinde yapilabilmektedir.
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5. Mikroorganizma tanimlama sisteminin analizci ve ¢evreye herhangi bir toksik etkisi
bulunmamaktadir. Ciinkii;
-Bircok genotipik yontemde oldugu gibi PCR sonrasinda kullanilan toksik etkili ethidium
bromiir gibi kimyasallara ihtiya¢ duyulmamaktadir.
-Ethidium bromiir ile kontamine olan atiklarm neden oldugu c¢evresel problemler

olugsmamaktadir.

6. Mikroorganizma tanimlama sisteminin tamimlama arahgi (spektrumu) oldukca
genistir. Ciink{i;
- Mikroorganizma tanimlama sisteminin veritabani Microsoft Sql Server programi sayesinde

stirekli giincellenip yeni tiirler eklenerek genisletilme imkanma sahiptir.

7. Mikroorganizma tanimlama sisteminin kullanimi kolaydir, tecriibeye dayali bir
degerlendirme gerektirmemektedir. Ciinkii,
- Yar1 otomatize bir sistem olup, sonuglar sistemin yazilmindan otomatik olarak analiz
edilerek degerlendirilmektedir.
-Sistem laboratuvar islemlerini azaltilarak is giicli kayiplar1 ve analizci hatalarint minumuma

indirmektedir.

Sonug¢ olarak proje kapsammda maya tanmmlanmasinda karsilasilan metot kaynakli
yetersizliklere ve giicliiklere ¢6ziim olabilecek ¢ok sayida avantaja sahip yeni bir tan1 sistemi
gelistirilmistir. Gelistirilen sistem bir prototip olup, veri tabaninda ancak 939 maya susuna
ait 51 maya tiirliniin verileri kayit edilmistir. Dolaysiyla sistemin yeni tanimlanacak tiirlerle
veritabanin genigletilmesi ve degiskenligi c¢ok daha yiiksek hedef DNA bdlgelerinin
arastirilarak sisteme kaydedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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